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PROTEINE RECOMBINANTE CONTENANT LA SEQUENCE 
C-TERWIINALE DE 19kDa D'UNE PROTEINE MSP-1 
D'UN PLASMODIUM mFECTlEUX POUR L'HOMME 
OU UN FRAGMENT DE CELLE-CI 

POUR LA PRODUCTION DE VACCINS ANTI-PALUDIQUES 

L'invention conceme de nouveaux principes actifs de vaccins 

derives_da Ja4Dcoteine majeure de -surface de -foFmes-meFozoftes-dkjPh 

Plasmodium infectieux pour I'homme. plus generalement connue sous la 
designation MSP-1 . 

Cette proteine a deja fait I'objet d'etudes nombreuses. Bile est 
synth§tis6e dans le stade schizonte des parasites du type Plasmodium, 
notamment Plasmodium falciparum, et est exprimee sous forme de i'un des 
constituants majeurs de la surface des merozoTtes aussi bien pendant le 
stade hepatique que pendant le stade erythrocytaire du paludisme (1 , 2. 3. 
4). En raison du caractere predominant et de la conservation dans toutes 
les especes de Plasmodium connues de cette proteine, II a ete sugg6r§ 
qu'elle pourrait representer un candidal pour la constitution de vaccins 
anti-paludiques (5, 6). 

II en a encore ete de meme pour des fragments de cette proteine. 
particulierement des produits naturels de clivage dont Ton observe la 
formation, par exemple au cours de I'invasion par le parasite des 
erythrocytes de I'hote infecte. Parmi, ces produits de clivage. on relevera le 
fragment C-terminal ayant un poids moleculaire de 42 kDa (7,8) qui est a 
son tour dive une nouvelie fois en un fragment N-terminal ayant un poids 
moleculaire apparent conventionnel de 33 kDa et en un fragment C- 
terminal ayant un poids moleculaire apparent conventionnel de 19 kDa (9) 
qui reste normalement fixe a la membrane du parasite au terme des 
modifications dont 11 est lui-meme Tobjet. par I'intermediaire de groupes du 
type glycosylphosphatidylinositol (GPI) (10. 11). 



On le retrouve encore au stade anneau precoce du cycle de 
developpement intraerythrocytaire (15, 16). d'ou les observations qui ont 
ete faites que ce fragment de 19 kDa pourrait jouer un role non encore 
connu. mais sans doute essentiel dans les processus reinvasifs. De la 
decoulent les hypotheses deja formulees dans le passe que cette proteine 
pourrait constituer une cible particulierement efficace pour d'eventuels 
vaccins. 

II sera entendu que les references souvent faites dans ce qui suit a 
des _ prptejnes _p42__et _p_1& is^uejs jd'ua c^/tain^. type, jie . J^aswodJum _ 
s'entendent comme se rapportant aux produits de clivage C-terminaux 
correspondents de la proteine MSP-1 de ce Plasmodium, ou. par 
extension, a des produits contenant sensiblement les memes sequences 
en acides amines, obtenus par recombinaison genetique ou par synthese 
chimique selon les techniques classiques. par exemple par synthetiseur de 
type « Applied System » ou par synthese sur phase solide de type 
« Merrifield ». Pour la commodite du langage, les references a des « p42 
recombinantes » et des « pi 9 recombinantes » se rapportent a des « p42 » 
et « pi 9 » obtenues par des techniques comportant au moins une etape de 
genie genetique. ^ 

Devant la difficulte d'obtenir des quantites importantes de parasites 
pour P.falciparum et I'impossibilite de cultiver P.vivax in vitro, \\ est devenu 
evident que le seul moyen de produire un vaccin antipaludique necessite 
un recours aux techniques permettant I'utilisation des peptides ou 
proteines recombinantes. Mais, le MSP-1 est tres difficile a produire en 
entier a cause de sa grande taille d'environ 200 kDa. un fait qui a conduit 
les chercheurs a s'interesser a la partie C-terminale dont la fonction. 
encore inconnue, est vraisemblablement la plus importante. 

Au titre, des proteines recombinantes concernant la partie C- 
terminaie de MSP-1 de PJalciparum, qui ont ete produites et testees chez 
le singe (12), on mentionnera : 



. une p42 fusionnee avec une glutathione-S-transferase produite dans 
E.co//*: 

. une p19 fusionn§e avec un polypeptide issu d'une anatoxine t6tanique 
et porteur d'epitopes de cellules T auxiliaires produltes dans 
S.cerew'siae. 

Une composition contenant la proteine de fusion p42 avec une 
glutathione-S-transferase produite dans E.co// en association avec un 
adjuvant complet de Freund n'ont pas' exerce d'effet protecteur dans les 
- deux: _types_ de jsinges. Ao/ys .{A.Jiancymai-et JLvobifecaDs) auxquels_eUes. 
avaient ete administrees. La proteine p19 produite dans S.cerevisiae a 
exerce un effet protecteur dans deux singes Aotus de type A.nancymai 
(12). Par contre elle n'a pas exerce d'effet protecteur dans deux singes 
Aotus de type A. vociferans. 

Certains chercheurs (Chang et al.) ont 6galement rapporte des 
essais d'immunisation realises chez le lapin avec une proteine 
recombinante p42 produite dans un systeme bacuiovirus et contenant une 
sequence d'acides amines en commun avec P.falciparum (18). Ainsi ces 
derniers auteurs indiquent-ils que cette p42 recombinante se comporte 
Chez le lapin sensiblement de la meme fagon que la proteine MSP-1 
recombinante entiere (gp195). lis suggerent que la proteine p42 pourrait 
faire I'objet d'essais de protection dans des primates non-humains 
susceptibles a I'infection par P.falciparum. en particulier des singes Aotus, 
au motif que la proteine p42 comporterait des epitopes-cibles pour des 
anticorps inhibiteurs formes contre la proteine MSP-1 native purifiee 
gp195. II serait neanmoins hasardeux, a supposer meme que de tels 
resultats soient un jour confirmes, de conclure au caractere protecteur 
chez I'homme des anticorps ainsi induits a I'encontre des parasites eux- 
memes. Rappelons en effet qu'il . n'existe pas actuellement de modeies 
experimentaux tres satisfaisants chez le primate pour P. vivax et 
P.falciparum. Le modele Saimiri, qui a ete developpe pour P.falciparum et 
P.vivax, et le modele Aotus pour P.falciparum, sont des systemes 



artificiels. necessitant Tadaptation de souches de parasite et souvent la 
splenectomie des animaux pour obtenir des parasitemies significatives. En 
consequence, les resultats de vaccination provenant de ces modeles ne 
peuvent avoir qu'une valeur predictive limitee pour rHomme. 

On peut de toute fa9on aussi s'interroger sur ce que serait un taux 
reel de vaccination susceptible d'etre eventuellement obtenu avec de telles 
proteines recombinantes. compte tenu de la constatation -rapportee plus 
loin- qui a ete faite de la presence dans les p42 issues des Plasmodiums 
de _ la. -meme -espece, eL - -plus. .panticuLiereraeat - dans - 4es- p3a - 
correspondantes. de regions hypervariables qui rendraient aleatoires en 
de nombreux cas refficacite immunoprotectrice des anticorps induits chez 
des personnes vaccinees par une p42 issue d'une souche de Plasmodium 
a rencontre d'une infection par d'autres souches de la meme espece (13). 

On peut meme supposer que le polymorphisme important de la 
partie N-terminale du p42 joue un role significatif dans Techappement 
immunitaire. souvent observe pour ce type de parasites. . ; 

La presente invention a pour objectif la production de proteines 
recombinantes vaccinantes echappant a ces difficultes. dont Teffet 
protecteur est verifiable dans des modeles experimentaux reellement 
significatifs, ou meme directement chez Thomme. 

^invention concerne plus particulierement des compositions 
vaccinantes centre un parasite du type Plasmodium infectieux pour 
rhomme, contenant a titre de principe actif une proteine recombinante 
glycosylee ou non, dont la sequence polypeptidique constitutive 
essentielle est celle : 

• soit d*un fragment C-terminal de 19 kilodaltons (pi 9) de la proteine 1 de 
surface (proteine MSP-1) de la forme merozoTte d'un parasite du type 
Plasmodium, infectieux pour I'Homme, ce fragment C-terminal restant 
normalement ancre a la surface du parasite au terme de sa phase de 
penetration dans des erythrocytes humains, a i'occasion d'un cycle 
infectieux ; 
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avant 




uneTparasiiemie normalomont' i ndui te in vivo paf^4e-^ parasite 



• soit d'un peptide immunologiquement equivalent a ce fragment p19 ou a 

la susdite partie de ce fragment, et 
cette proteine recombinante comportant en outre des epitopes 
cx»nformationnels instables en milieu reducteur et constituant. de 



formes contr-e le^/asmodtt//77 conrespondant^ ~ 

La presence de ces epitopes conformationnels pourrait jouer un role 
important dans I'efficacite protectrice du principe actif de vaccins. On les 
retrouve tout particuiierement dans les principes actifs presentant par 
ailleurs les autres caracteristiques definies ci-dessus. lorsqu'ils ont ete 
produits dans un systeme vecteur bacuiovirus. S'ii en est besoin. il est 
mentionne ci-apres que par Texpression « systeme de vecteur 
bacuiovirus » on entend Tensemble que constitue le vecteur type 
bacuiovirus lui-meme et les lignees cellulaires. notamment cellules 
d'insectes transfectables par un bacuiovirus modifie par une sequence a 
transferer dans ces lignees cellulaires avec pour resultat Texpression de 
cette sequence transferee. Des exemples preferes de ces deux partenaires 
du systeme bacuiovirus. ont ete decrits dans {'article de Longacre et al. 
(19). C'est le meme systeme qui a ete utilise dans les exemples qui 
suivent. II va naturellement de soi que des variants, tant du bacuiovirus 
que des cellules infectables par ce bacuiovirus peuvent etre utilises en lieu 
et place de celui qui a ete choisi. 

Le caractere instable en milieu reducteur de ces epitopes 
conformationnels peut etre mis en evidence, notamment par le test decrit 
plus loin dans les exemples. notamment en presence de 
p-mercaptoethanol. 

De ce point de vue. la proteine recombinante produite par 
S. Longacre et al. (14) peut etre mise en oeuvre dans de tels compositions. 



correspondant ; 




preference, la majorite des epitopes reconnus par des antiserums humains 



II est rappele que S. Longacre et al. reussirent a produire une pi 9 
recombinante issue de la MSP-1 de P.vivax dans un systeme vecteur a 
baculovirus contenant une sequence nucleotidique codant pour la p19 de 
Plasmodium vivax, en particulier par transfection de cultures de cellules 
d'insectes [lignee de Spodoptera frugiperda (S/9)] avec des baculovirus 
vecteurs contenant. sous le controle du promoteur de la polyhedrine, une 
sequence codant pour les fragments peptidiques definis ci-dessous, dont 
les sequences etaient placees dans Tordre suivant dans le vecteur 
baculoyjLus.utiJise : , _ „ , 1 „ 

• fragment 5*-terminal de 35 paires de bases de la sequence signal de la 
polyhedrine, dont avait ete mute (en ATT) le codon methionine 
d'initiation de Texpression de cette proteine; 

• un fragment 5'-terminal nucleotidique codant pour un peptide de 32 
acides amines correspondant a la partie N-terminale de MSP-1. y 
compris le peptide signal de MSP-1 ; 

• soit une sequence nucleotidique codant pour la p19. soit une 
sequence codant pour la p42 de la proteine MSP-1 de Plasmodium 
vivax, ces sequences etant aussi. selon le cas, soit pourvues (formes 
« ancrees »), soit depourvues (formes solubles) des regions 
d*extremite 3' de ces sequences de nucleotides dont les produits 
d'expression C-terminaux extremes sont reputes jouer un role essentiel 
dans Tancrage de la proteine finale p19 sur la membrane du parasite ; 

• 2 codons stop TAA. 

Pour la p42, les sequences derivees de la region C-terminale de 
MSP-1 s'etendaient par consequent de I'acide amine Asp 1325 a Tacide 
amine Leu 1726 (forme ancree) ou a Tacide amine Ser 1705 (forme 
soluble) et pour la pi 9, les sequences s'etendaient de Tacide amine lie 
1602 a Tacide amine Leu 1726 (forme ancree) ou a Tacide amine Ser 1705 
(forme soluble), etant entendu que les sequences en acides amines 
completes de p42 et pi 9 dont les acides amines initiaux et terminaux ont 



ete indiques dans ce qui precede decx)ulent du gene de I'isolat Belem de 
P.vivax qui a ete sequence (20). 

Des resultats semblables ont ete obtenus en mettant en oeuvre 
dans les memes systemes , de vecteurs des sequences nucleotidiques 
codant pour la p42 et la p19 de Plasmodium cynomolgi. P.cynomolgi 
presente un double interet : c'est une espece parasitaire tres proche de 
P.vivax qui est infectieuse pour le macaque. II peut aussi infecter rHomme. 
On a egalement acces a des botes naturels de P.cynomolgi, les singes 
_ rhesLLS et Le5J5inge3Jociu.es,_pourJe.st_er_i:efficacite^^ 
de P.cynomolgi dans des systemes naturels. Le singe rhesus est considere 
comme une des especes les plus representatives des reactions 
immunitaires chez rHomme. 

En particulier, on a obtenu d'excellents resultats dans des essais de 
vaccination realises chez le singe toque avec deux polypeptides 
recombinants : la p42 et. surtout. la p19 solubles, derivees de P.cynomolgi, 
respectivement produites dans un systeme baculovirus et purifiees sur 
colonne d'affinite avec des anticorps monoclonaux reconnaissant les 
regions correspondantes de la proteine MSP-1 native. Les observations 
suivantes ont ete faites : les six singes immunises avec le seul pi 9 (trois 
singes) et le 19 et p42 ensemble (3 singes) ont tous temoigne d'une 
immunite presque sterile apres infection d'epreuve. Les resultats obtenus 
Chez les trois singes immunises avec le p42 ont ete moins significatifs. 
Deux d'entre eux se sont comportes comme les precedents, mais si le 
troisieme a manifesto une parasitemie moins importante que des temoins 
immunises avec un tampon PBS en presence de I'adjuvant de Freund (3 
singes) ou non immunises (3 singes), elle n'en n'etait pas moins patente. 

Les resultats des essais particulierement efficaces realises chez le 
macaque avec des polypeptides recombinants produits dans un systeme 
baculovirus mettant en oeuvre une p19 recombinante de P.cynomolgi, 
etablissent que des polypeptides recombinants contenant respectivement 
des p19 recombinantes issus d'autres Plasmodiums doivent se comporter 
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de la meme maniere. lis sont « plus parlants » pour le paludisme chez 
rHomme que les resultats d'essais realises avec P.wVax ou PJalciparum 
dans leurs « holes artificiels ». 

Les proteines recombinantes de baculovirus, derivees d'une partie 
C-terminale de MSP-1 (p19), ont un effet protecteur antipaludique tres 
significatif dans un systeme naturel, qui constitue le modele d'evaluation 
de Teffet protecteur de MSP-1 le plus representatif pour rhomme. 

L'effet protecteur obtenu pourrait etre d'autant meilleur que la forme 
p_1J9_ejstjlepo.urj/ue_deJa_rjegion_lTyper^^^ 

p42. dont Teffet peut etre deletere dans des situations naturelles dans 
lesquelles le sujet vaccine est confronte a un polymorphisme important. 

Le fragment C-terminal de 19 kDa dont la sequence est presente 
dans le principe actif du vaccin peut etre limite a la sequence de la pi 9 
elle-meme. en Tabsence de toute sequence polypeptidique normalement 
en amont de la sequence de pi 9 dans la proteine MSP-1 correspondante. 
II va neanmoins de soi que la sequence polypeptidique constitutive 
essentielle du principe actif peut encore comporter une sequence 
polypeptidique du cote C-terminal appartenant au fragment N-terminal de 
33 kDa (p33) encore associee a la pi 9 dans la p42 correspondante, avant 
le clivage naturel de cette derniere, et cela chaque fois que la presence de 
ce fragment n'est pas de nature a modifier les proprietes immunologiques 
du principe actif du vaccin. Comme cela sera vu plus loin, notamment a 
propos de la description des exemples, les sequences C-terminales de la 
p33 de varietes diverses de Plasmodium (voir la partie C-terminale des 
sequences peptidiques de la « region III » de la figure 4), presentent aussi 
encore un degre d'homologie ou de conservation substantielle de la 
sequence, par exemple de I'ordre de 80% au moins, dans differentes 
varietes de Plasmodiums infectieux pour Thomme, de sorte qu'elles ne 
sont pas de nature a modifier fondamentalement les proprietes 
vaccinantes du principe actif (dont la sequence correspond a la region IV) 
de la figure 4, en particulier dans Thypothese qui decoule de cette figure le 



site de clivage presume entre la p19 et la region III de la p33 se situe entre 
les residus leucine et asparagine dans une region particulierement bien 
conservee (LNVQTQ). 

Normalement la sequence polypeptidique C-termlnale de la p33, 
lorsqu'elle est presente, comprend moins de 50 residus d'acides amines, 
voire meme moins de 35, ou meme moins de 1 0 residus d'acides amines. 

A I'inverse, la sequence polypeptidique constitutive essentielle du 
principe actif de vaccin peut ne pas cbmporter la totalite de la sequence 
— codant- -pour Ja -p-ta, -naiiJceJ4ement---sous -reserve -4que-cette- demiere - 
conserve la capacite d'induire des anticorps protecteurs centre le parasite. 
En particulier la susdite « partie de fragment a un poids moleculaire de 10 
a 25kDa, notamment de 10 a 15kDa. De preference, cette partie de 
fragment polypeptidique contient au moins I'une des deux regions EGF 
(abreviation de I'expression anglaise « Epidermal Growth Factor »). 

II est Clair que I'homme du metier est a meme de faire la difference 
entre les fragments actifs et ceux qui cesseraient de I'etre, notamment de 
fagon experimentale en produisant des vecteurs modifies contenant des 
ins6rats issus de la pi 9 de longueurs differentes. respectivement isoles a 
partir des fragments obtenus a partir de la sequence codante pour la pi 9, 
par reaction avec des enzymes de restriction appropries. ou encore par 
des enzymes exonucleolytiques qui auraient ete maintenus au contact du 
fragment codant pour la pi 9 pendant des temps variables ; la capacite des 
produits d'expression de ces inserats dans des cellules eucaryotes 
correspondantes, notamment des cellules d'insectes, transformees par les 
vecteurs modifies correspondants, a exercer un effet protecteur. pouvant 
alors etre testee. notamment dans les conditions experimentales qui seront 
decrites plus loin, a propos des exemples. En particulier. les produits 
d'expression de ces inserats doivent etre aptes a Inhiber une parasitemie 
induite in vivo par le parasite correspondant entier. 

De meme, I'invention inclut toutes compositions vaccinantes dans 
lesquelles la sequence polypeptidique constitutive essentielle du principe 
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actif serait constitue d'un peptide capable d'induire une reponse 
immunologique de type cellulaire et/ou humorale equivalente a celle 
produite par la p19 ou au fragment tel qu'il vient d'etre defini. des lors que 
Taddition, la deletion ou la substitution dans sa sequence de certains 
acides amines par d'autres n'entraineraient pas une modification 
importante de la capacite du peptide ainsi modifie -ci-apres appele 
« peptide immunologiquement equivalent »- a aussi inhiber la susdite 
parasitemie. 

_ Le-fragment-de-la p49-peut-natureHement-aussi- etre- associe-qua ce- - 

soit du cote N-terminal ou du cote C-Terminal ou par rintermediaire d'une 
liaison peptidique a un autre fragment de proteine plasmodiale ayant un 
potentiel vaccinant comme par exemple une proteine (« Duffy Binding 
Protein » de P. vivax (29) ou EBA-175 de P. falciparum (30) et (31) dont 
une region est specifiquement riche en cysteine), sous reserve que ne soit 
pas alteree. au contraire amplifiee. sa capacite d'inhiber une parasitemie 
normalement introduite in vivo par le parasite correspondant. 

Le fragment codant pour la p19 ou une partie de celle-ci. peut 
contenir egalement, en amont de Textremite N-terminale de p19. une 
sequence peptidique encore differente, par exemple a un fragment 
C-terminal du peptide signal utilise, tel que celui de la proteine MSP-1. 
Cette sequence comprend de preference moins de 50 acides amines, par 
exemple de 10 a 35 acides amines. 

Ces observations s'etendent de la meme fa^on a des pi 9 issues 
d'autres Plasmodium, en particulier P.falciparum, Tespece dominante des 
parasites, responsable d'une des formes les plus graves de paludisme. 

Mais les techniques rappelees ci-dessus pour la production dans un 
systeme de baculovirus d'une p19 recombinante issue de P.vivax ou 
P.cynomolgi sont difficilement transposables telles quelles a la production 
d'une p19 recombinante de PJalciparum avec un rendement satisfaisant, 
ne fCit-ce que pour obtenir des quantites appreciables autorisant la 
realisation d'essais d'immunoprotection. 



11 



L'invention fournit egalement un precede remediant en grande 
partie a cette difficulte. II devient aussi possible d'obtenir des rendements 
beaucx»up plus importants en p19 de P.fafciparum -et d'autres 
Plasmodiums lorsque Ton rencontre des difficultes semblables- en mettant 
en oeuvre une sequence nucleotidique synthetique de substitution a la 
sequence nucleotidique naturelle codant pour la p19 de Plasmodium 
falciparum dans un vecteur d'expression d'un systeme baculovirus. cette 
sequence nucleotidique synthetique codant pour ia meme p19. mais etant 
_catacterisjeB_par_uneL proportion. ,de_ oucleotLdes- C5-et_C .plus, elevee q ue 
dans la sequence nucleotidique naturelle. 

En d'autres termes. invention decoule de la decouverte que 
Texpression dans un systeme baculovirus d'une sequence nucleotidique 
codant pour une p19. etait apparemment liee a une compatibilite amelioree 
des codons successifs de ia sequence nucleotidique a exprimer avec la 
« machinerie cellulaire » des cellules hotes transformables par des 
baculovirus, d Tinstar de ce qui est observe pour les sequences 
nucleotidiques naturelles normalement contenues dans ces baculovirus et 
exprimees dans les cellules hotes infectees ; d'ou la mauvaise expression, 
sinon parfois I'absence totale d'expression d'une sequence nucleotidique 
native de P.falciparum ; d'ou egalement une explication possible a 
I'expression plus efficace observee de la p19 de P.vivax dans un systeme 
baculovirus par Longacre et al. (14) et, comme les inventeurs I'ont aussi 
constate, de la sequence de P.cynomolgi a partir des sequences 
nucleotidiques p19 natives correspondantes. en raison de leurs teneurs 
relatives en nucleotides G et C beaucoup plus elevees que celles des 
sequences nucleotidiques natives codant pour les pi 9 de P.falciparum. 

L'invention concerne done aussi, plus generalement, un vecteur 
modifie du type baculovirus recombinant contenant sous le controle d'un 
promoteur contenu dans ce vecteur et susceptible d'etre reconnu par des 
cellules transfectables par ce vecteur. une premiere sequence 
nucleotidique codant pour un peptide signal exploitable par un systeme 
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baculovirus, caracterise par une deuxieme sequence nucleotidique en aval 
de la premiere, egalement sous le controle de ce promoteur et code pour 
la sequence peptidique : 

• soit d'un fragment peptidique C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la 
proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de la forme merozoYte d'un 
parasite du type Plasmodium autre que Plasmodium vivax et infectieux 
pour THomme, ce fragment C-terminal restant normalement ancre a la 
surface du parasite au terme de sa penetration dans des Erythrocytes 

huraainsv a-roccasiom jdluacycLe infectieux i;_ _ 

• soit d'une partie de ce fragment peptidique des lors que le produit 
d'expression de la deuxieme sequence dans un systeme baculovirus est 

apte aussiavffiniber une parasitemie normQiomont iwdu i tc in vivo -&ef45^ciCujL 
parasite correspondant ; . 

• soit d'un peptide immunologiquement equivalent derive du susdit 
fragment peptidique C-terminal (p19) ou de la susdite partie de fragment 
peptidique par addition, deletion ou substitution d'acides amines 
n'entratnant pas une modification importante de la capacite de ce 
peptide immunologiquement equivalent a induire une reponse 
immunologique de type cellulaire et/ou humorale semblable a celle 
produite par ce fragment peptidique p19 ou a la susdite partie de ce 
fragment, et 

ladite sequence nucleotidique ayant le cas echeant une teneur en 
nucleotides G et C comprise entre 40 et 60%. de preference d'au moins 
50% de la total ite des nucleotides dont elle est constituee. Cette sequence 
peut etre obtenue par construction d'un gene synthetique dans lequel les 
codons naturels ont ete changes par des codons riches en G/C sans que 
leur traduction soit modifiee (maintien de la sequence peptidique). 

En Toccurrence ladite sequence nucleotidique, fournie par un ADN 
synthetique. peut presenter au moins 10% de codons modifies par rapport 
a la sequence du gene ou du cDNA naturel tout en conservant les 
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caracteristiques de la sequence naturelle traduite. c*est-^-dire le maintien 
de la sequence en amino-acides. 

Cela etant. on n'exclut pas que cette teneur en nucleotides G et C 
pourrait etre davantage accrue, des lors que les modifications qui en 
resulteraient quant a la sequence en acides amines du peptide 
recombinant -ou peptide immunologiquement equivalent-produit 
n'entraTneraient pas une perte des proprietes immunologiques. voire 
protectrices. des proteines recombinantes form^es. notamment dans les 

- .essaisquj seroiitilliJstce_s_pliJS-loin 1 

Ces observations s'appliquent naturellement a d'autres Plasmodium 
Infectieux pour I'homme. en particulier des lors que des sequences 
nucleotidiques natives codant pour les p19 correspondantes. auraient des 
teneurs en nucleotides T et A difficilement compatibles avec une 
expression efficace dans un systeme baculovirus. 

La sequence codant pour le signal utilise peut etre celle 
normalement associee a la sequence native du Plasmodium concerne. 
Mais elle peut egalement etre issue d'un autre Plasmodium, par exemple 
P.vivax ou P.cynomoigi ou d'un autre organisme s'il est susceptible d'etre 
reconnu en tant que signal dans un systeme baculovirus. 

La sequence codant pour la p19 ou un fragment de celle-ci au sein 
du vecteur considere est. le cas echeant. depourvue de la sequence 
d'ancrage de la proteine native au parasite dont elle est issue, cas dans 
lequel la prot6ine exprimee est en general excretee dans le milieu de 
culture (forme soluble). II est d'ailleurs remarquable a cet egard que dans 
les conditions de Tinvention. les formes solubles et ancrees de proteines 
recombinantes produites. en particulier lorsqu'elles sont issues de 
P.falciparum ou P.cynomoigi ou P.vivax, ont tendance a former des 
ohgomeres. cette propriete pouvant etre a rorigine des immunogenicites 
accrues des proteines recombinantes formees. 

L'invention concerne tout autant les vecteurs dans lesquels la 
sequence codante contient la sequence d'extremite 3' terminale codant 
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pour la sequence d'extremite C'-terminale hydrophobe de la pi 9 et qui est 
normalement impliquee dans induction de I'ancrage de la proteine native 
a la membrane cellulaire de Thote dans lequel elle est exprim^e. Cette 
region d'extremite 3'-terminale peut d'ailleurs etre heterologue vis-a-vis de 
la sequence codant pour la partie soluble de p19. par exemple 
correspondre a la sequence 3'-terminale issue de P.vivax ou d'un autre 
organisme d§s lors qu'elle code pour une sequence d'ancrage de 
I'ensemble de la proteine recombinante produite a la membrane de Thote 
_ jCBUulaire du^ystemeJDaculovirjas_miS-erLX)Buyj:e^ _ 
sequences d'ancrage on cite la GPI de I'antigene CD59 exprimable dans 
des cellules d'insectes du type Spodoptera frugiperda (32) ou la GPI d'une 
proteine humaine CD14 (33). 

L' invention concerne naturellement aussi les proteines 
recombinantes, ces proteines comportaht des epitopes conformationnels 
reconnus par des serums humains formes centre le Plasmodium 
correspondant. 

D'une fagon generale. Tinvention concerne egalement toute proteine 
recombinante du type indique ci-dessus. des lors qu'elle comporte des 
epitopes conformationnels tels que produits dans le systeme baculovirus, 
notamment ceux qui se trouvent etre instables en milieu reducteur. 

L' invention concerne naturellement lesdites proteines 
recombinantes, qu'elles soient sous la forme dite soluble ou sous la forme 
pourvue d'une region d'ancrage. en particulier aux hotes cellulaires mis en 
oeuvre dans le systeme baculovirus, 

Entrent egalement dans le champ de I'invention, les oligomeres 
produits spontanement dans les systemes baculovirus utilises ou produits 
a posteriori, en ayant recours a des techniques classiques 
d'oligomerisation de proteines. La technique couramment utilisee met en 
oeuvre le glutaraldehyde. Mais tout systeme classique de pontage entre 
des fonctions respectivement amine et carboxyle, telles qu'on les 
retrouvent dans les proteines pourra egalement etre utilise. A titre 
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d'exemples, on peut mettre en oeuvre I'une quelconque des techniques 
decrites dans la demande de brevet europeen 0602079. 

Par « oligomere » on entend une molecule contenant de 2 a 50 
unites monomere, chacune de ces unites monomere contenant la p19 ou 
un fragment de celle-ci, tel que defini ci-dessus, capable de former un 
agregat. L'invention porte egalement sur tout produit de conjugaison entre 
une p19 ou fragment de p19 tel que defini ci-dessus, d'une part, et une 
molecule porteuse -par exemple une pblylysine-alanine- utilisable pour la 
_ production, ijes vaccias^ _d:autce ^part,. par. L'intermediaire-de_liaisons- 
covalentes ou non. Les compositions vaccinantes les mettant en oeuvre 
font egalement partie de invention. 

L'invention concerne egalement les compositions de vaccins mettant 
en oeuvre ces proteines recombinantes oligomeres ou conjugues, y inclus 
d'ailleurs les proteines issues de Plasmodium vivax, ces observations 
s'etendant egalement aux oligomeres de ces proteines recombinantes. 

Font egalement partie de l'invention les compositions dans 
lesquelles les proteines recombinantes susmentionnees sont associees a 
un adjuvant, par exemple un alun. Les proteines recombinantes 
comportant I'extreme region C-terminale permettant leur ancrage a la 
membrane des cellules dans lesquelles elles sont produites sont 
avantageusement utilisees en combinaison avec des lipides aptes a former 
des liposomes et appropries a la production de vaccins. Sans qu'il y ait eu 
lieu de s'y limiter. on peut avoir recours aux lipides decrits a cet effet par 
exemple dans I'ouvrage intitule « Les liposomes aspects technologique. 
biologique et pharmacologique » de J. Delattre et al.. edition INSERM, 
1993. 

La presence de la region d'ancrage dans la proteine recombinante. 
qu'il s'agisse d'une region d'ancrage homologue ou heterologue vis-a-vis 
de la partie vaccinante proprement dite, est de nature a favoriser la 
production d'anticorps cytophiles, notamment du type IgGza et lgG2b chez la 
souris qui pourraient avoir une activite protectrice particulierement elevee, 
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au point que Ton pourrait se dispenser d'associer les principes actifs de 
vaccins ainsi constitues avec des adjuvants autres que les lipides utilises 
pour la constitution des formes liposomiques. II s'agirait la d'un avantage 
important, puisque les liposomes peuvent etre lyophilises dans des 
conditions permettant leur stockage et leur transport, sans que des 
chaines de froid ne soient alors indispensables. 

D'autres caracteristiques de Tinventlon apparaitront encore au cours 
de la description qui suit d'exemples de proteines recombinantes entrant 
_dans _le_cadre _de_ rinvention _ei .des_ cciadLtLOjn.sljdans„ Jeaqu_el.Lea _ellBs _ 
peuvent etre produites. sans que ces exemples soient de nature a limiter la 
portee de Tinvention. 

Description de la construction PfMSPIpigS (soluble) (p19 soluble 
issue de P. falciparum) 

La construction recombinante PfMSPIpiaS contient de I'ADN 
correspondant aux 8 paires de base de la sequence leader et les 32 
premiers acides amines de MSP1 de Plasmodium vivax de Meti a Asp32 
(isolat Belem ; Del Portillo et aL 1991. P.N.A.S. 88. 4030.) suivis par un 
GluPhe, du au site EcoRI faisant la liaison des deux fragments. Le tout est 
suivi par le gene synthetique, decrit dans Figure 1 . codant le Plasmodium 
falciparum MSP 1 pis de Asnieis a Seriyos (isolat Uganda-Palo Alto ; Chang et 
al. 1988. Exp. Parasite!. 67.1). La construction est terminee par deux 
codons stop de TAA. Cette construction donne lieu a une proteine 
recombinante qui est secretee dans le surnageant de culture des cellules 
infectees. 

De la meme fagon et a des fins de comparaisons, on a produit une 
construction recombinante dans des conditions semblables a celles 
utilisees pour la production de Ia .p19 ci-dessus, mais en travaiilant avec 
une sequence codante consistant en une copie directe de TADN 
correspondant de la souche P. falciparum (FUR) decrite par Chang et al.. 
Exp. Parasit. 67,1; 1989. La copie de ce gene nature! (s'etendant de 
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I'asparagine 1613 a la serine 1705) a ete formes par PGR a partir du gene 
natif. 

On a represente dans la Figure 1A les sequences a la fols du gene 
synthetique (Bad 9) et du « gene natif » (PF19). 

On remarque que 57 codons sur les 93 codons de la sequence 
codante native pour la p19 issue de P.falciparum ont ete modifies (pour ce 
qui est du troisieme nucleotide dans 55 d'entre eux et du premier et 
_ Jrojsieme _jnuclfiotLd.es_ jdaas _ lfis_jdeux _codons_" ceslant)__Des. _codons- 
nouveaux ont ete ajoutes a I'extremite 5' pour introduire le peptide signal 
dans les conditions qui ont ete indiquees ci-dessus et pour introduire un 
site EcoRI pour le clonage, d'une part, et de meme ont ete ajoutes deux 
codons stop non presents dans la p19 de P.falciparum aux fins d'obtenir 
des signaux de terminaison de I'expression. Les lettres individualisees 
placees respectivement au dessus des codons successifs correspondent 
aux acides amines respectifs successifs. Les asterisques (*) se rapportent 
aux codons stop. Les lignes verticales soulignent les nucleotides qui sont 
les memes dans les deux sequences. 

Description de ia construction PfMSPIpisA (ancr6 GPI) (p19 ancr^e de 
P.falciparum) 

La construction PfMSPIpigA a des caracteristiques de la precedente 
sauf que la sequence synthetique (Figure 1B) code pour le l\/ISP1pi9 de 
Plasmodium falciparum (isolat Uganda-Palo alto) de Asni6i3 a lleirze suivie 
par deux codons stop de TAA. Cette construction donne lieu a une 
proteine recomblnante qui est ancree dans la membrane plasmique des 
cellules infectees par une structure du type glycosyl phosphatidyl inositol 
(GPI). 

La figure 1C est representative de la sequence de la proteine 
recombinante PfMSPIpigS avant coupure de la sequence signal. 
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La figure 1D est representative de la sequence de la proteine 
recombinante PfMSPIpigS apres coupure de la sequence signal. 

Les acides amines soulignes dans les figures 1C at 1D proviennent 
du site EcoR1 utilise pour joindre les sequences nucleotidiques derivees 
de la partie N-terminale de MSP1 de P.vivax (avec sequence signal) et de 
MSP1pi9 de PJalciparum. 

-Figure -2- ---Uantigene-recombioant- PfMSPtpte-soluble-purifie-par - 

immunoaffinite a ete analyse par immunoblot apres SDS-PAGE en 
presence (reduit) ou absence (non reduit) de B-mercaptoethanol. Les 
echantillons sent chargees sur gel apres chauffage a 95**C en presence de 
2% SDS. Dans ces conditions seulement des liaisons du type covalent 
(ponts disulfure) peuvent resister a la desagregation. Le blot de gauche a 
ete revele avec un anticorps monoclonal qui reagit avec un epitope lineaire 
de la p19 naturelle. Le blot de droite a ete revele avec un melange de 13 
antisera humains provenant des sujets avec une immunite acquise au 
paludisme du a Plasmodium falciparum, Ces resultats montrent que la 
molecule recombinante de baculovirus reproduit bien les epitopes 
conformationnels en forme de polymere qui sont reconnus en majorite par 
Tantiserum humain. 

Figure 3 - Uantigene recombinant PvMSP1p42 soluble (Longacre et 
al. 1994, op.ciL) a ete incube pendant 5 heures a 37** en presence des 
fractions de proteines derivees des merozoites de PJalciparum et 
separees par isoelectrofocalisation. Par la suite les echantillons ont ete 
analyses par immunoblot en presence (reduit) ou absence (non reduit) de 
B-mercaptoethanol. Les fractions 5 a 12 d'isoeiectrofocalisation, ainsi que 
deux extraits totaux de merozoites faits en presence (Tex) ou absence (T) 
de detergent ont ete analyses. L'immunoblot a ete revele avec des 
anticorps monoclonaux specifiques pour le MSP1p42 et pig de P.vivax. Les 
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resultats suggerent qu*il y a une activite proteolytique dans les merozoites 
de P.faldparum qui peut etre extraite en detergent. La digestion du p42 
dans certaines fractions semble provoquer une polymerisation des produits 
de digestion (p19); cette polymerisation est probablement iiee a la 
formation de ponts disulfure puisqu'en presence de B-mercaptoethanol, les 
formes de haut poids moleculaire disparaissent en faveur d'une molecule 
d'environ 19 kDa (Tex-R). La polymerisation du p19 observee dans ces 
experiences pourrait done etre une propriete intrinseque de cette molecule 
—in-viva.~ - - L 

Description de la construction PcMSPIpisS (soluble) (p19 soluble de 
P.cynomofgi) 

L'ADN utilise pour la construction susdite a ete obtenu a partir d'un 
clone de la souche de Plasmodium cynomolgi ceylonesis (22-23). Cette 
souche a ete maintenue par des passages successifs dans son hote 
naturel (Macaca sinica) et des transmissions cycliques par Tintermediaire 
de moustiques (27). 

Des parasites sangulns ont ete obtenus a partir des singes infectes 
au stade schizonte mature quand les parasitemies ont atteint un niveau de 
5%. lis ont alors ete purifies selon la methodes decrites dans (25). L'ADN a 
ensuite ete extrait comme decrit dans (26). 

Un fragment de 1200 paires de base a ensuite ete produit en ayant 
recours a la reaction PGR mettant en peuvre les oligonucleotides 
soulignes dans la Figure 4 et issus de P.wVax. L'oligonucleotide 5' 
comprenait un site de restriction EcoRI et Toligonucleotide 3' deux codons 
synthetiques stop TAA suivis d'un site de restriction Bglll. Ce fragment a 
ete introduit par ligation et par rintermediaire de ces sites EcoRI et Bglll 
dans le plasmide PVLSV200 contenant deja la sequence signal de la 
proteine MSP-1 de P.wVax (19). Le nouveau plasmide (PVLSV200C42) a ete 
utilise pour Tanaiyse de sequences d'ADN. 
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Les sequences de P.cynomolgi et des sequences correspondantes 
de P.vivax ont ete mises en alignement. Les fleches noires designent les 
sites de clivage primaire et secondaire presumes, lis ont ete determines 
par analogie avec les sites connus dans P.falciparum (27. 28). Des lignes 
verticales et des fleches horizontales localisent les limites des quatre 
regions qui ont ete etudiees. La region 4 correspond a la sequence codant 
pour la p19 de P.cynomolgi, Des sites de glycosylation sont encadres et 
les cysteines conservees sont soulignees. Dans la partie inferieure de la 

-ELgure sonLindiquesJes-pour-centages identite-eatreies-deux isolats xle 

P.vivax et P.cynomolgi 

La construction recombinante PcMSPIpigS contient de TADN 
correspondant aux 8 paires de bases de la sequence « leader » et les 32 
premiers acides amines de MSP1 de Plasmodium vivax de Meti a Asp32 
(isolat Belem ; Del Portillo et al. 1991. P.N.A.S. 88. 4030.) suivis par un 
GluPhe, dCi au site EcoRI faisant la liaison des deux fragments. Le tout est 
suivi par la sequence codant pour le MSPIpig de Plasmodium cynomolgi 
(souche Ceylon) de Lys276 a Sersso. La construction est terminee par deux 
codons stop de TAA. Cette construction donne lieu a une proteine 
recombinante qui est secretee dans le surnageant de culture des cellules 
infectees. 

Purification de la proteine recombinante PfMSP1p19 par 
chromatographie d'immunoaffinite avec un anticorps monoclonal 
reconnaissant specifiquement la p19 de P/asmod/wm falciparum. 

La resine de chromatographie a ete preparee en liant 70 mg d'un 
anticorps monoclonal a 3g de CNBr-Sepharose 4B active (Pharmacia) par 
des methodes standards detaillees dans le mode d'emploi fourni par 
Pharmacia. Les surnageants de culture contenant le PfMSP1p19 soluble 
ont ete incubes en batch avec la resine de chromatographie pendant 16 
heures a 4"*^ La colonne a ete lavee une fois avec 20 volumes de 0.05% 
NP40, 0.5M NaCI, PBS ; une fois avec 5 volumes de PBS et une fois avec 
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2 volumes de 10 mM phosphate de sodium. pH 6.8. L'elution a ete 
effectuee avec 30 ml de 0.2 M glycine, pH 2.2. Ueluat a ete neutralise avec 
1 M phosphate de sodium, pH 7.7 puis concentre par ultrafiltration et 
dialyse centre du PBS. Pour la purification du PfMSP1p19 ancre. toutes les 
solutions de lavage et elution contenaient en supplement 0.1% 3- 
(Dimethyl-dodecylammonio)-propane sulfonate (Fluka). 

Essai de vaccination de MSP1 recombinant de Plasmodium vivax (pA2 
_ jBLpJ 9)_chezJe-slrige ecxirexjll Salminjsciuimis.- 

Get essai de vaccination a ete fait chez des Saimiri sciureus 
boliviensis males de 2 a 3 ans, non splenectomises. Trois singes ont ete 
injectes 3 fois par voie intramusculaire a 3 semaines d'intervalle avec un 
melange d'environ 50 a 100 pg chacun, de PvMSP1p42 et pig soluble 
recombinant (19), purifie par immunoaffinite. L'adjuvant de Freund complet 
et incomplet etait utilise comme suit: 1®'^ injection: 1:1 FCA/FIA ; 2^™ 
injection 1:4 FCA/FIA; 3^""^ injection: FIA. Ces compositions d'adjuvant 
etaient melangees par la suite 1:1 avec I'antigene en PBS. Les cinq singes 
controles recevaient Tantigene glutathione-S-transferase (GST) produit 
dans E.coli selon le meme protocole. Linfection d^epreuve etait effectuee 
en injectant 2.10^ hematies infectees avec une souche adaptee de 
Plasmodium vivax (Belem) 2.5 semaines apres la derniere injection. La 
protection a ete evaluee en determinant les parasitemies journalieres chez 
tous les animaux par examen des frottis colores avec giemsa. 

Les courbes de la Figure 5 sont representatives de la variation de la 
parasitemie mesuree en nombre d'hematies parasitees par microlitre de 
sang (sur I'axe des ordonnees a I'echelie logarithmique) en fonction du 
temps ecoule apres {'infection (en jours). La courbe A correspond aux 
valeurs moyennes observees chez les trois singes vaccines, la courbe B ; 
les valeurs moyennes chez cinq singes temoins. 

De I'examen de la figure decoule une tres forte reduction de la 
parasitemie sous I'effet de la vaccination. 




22 



Essai de vaccination de MSP1 recombinant d Plasmodium 
cynomolgi {p42 et p19) chez le singe toque, Macaca sinica. 

Quinze singes captures ont ete utilises comme suit : (1) 3 animaux 
inject6s ayec 100 pg PcMSP1p42 soluble ; 3 animaux injectes avec 35 pg 
(1*"* injection) ou 50 |jg (2^™ et 3*""^ injections) PcMSPIpis soluble ; (3) 3 
animaux injectes avec un melange de PcMSP1p42 et pis; (4) 3 animaux 
injectes avec I'adjuvant plus PBS ; (5) 3 animaux non injectes. L'adjuvant 
-de-Freund-GGmplet-et-ineomplet- a-ete-utilise-selon-le protoeote deerit-cj— 
dessus. Les injections on ete faites par voie intramusculaire a 4 semaines 
d'intervalle. L'infection d'epreuve etait faite en injectant 2.10^ hematies 
infectees avec Plasmodium cynomolgi 4 semaines apres la derniere 
injection. La protection a ete evaluee en determinant les parasitemies 
journalieres chez tous les animaux en examinant les parasitemies avec 
giemsa. Les parasitemies ont ete classees comme negatives uniquement 
apres comptage de 400 champs de frottis. Les parasitemies sont 
exprimees en pourcentage d'hematies parasitees. 

Les Figures 6A-6F sont illustratives des resultats obtenus. Dans 
chacune d'elles apparaissent les parasitemies. (exprimees en 
pourcentages d'hematies parasitees sur I'axe des ordonnees a Techelle 
logarithmique) observees chez les animaux d'epreuve en fonction des 
temps apres l'infection (en jours sur les axes des abscisses). 

Les resultats concernent : 

• dans la figure 6A ; des animaux controles non vaccines ; 

• la figure 6B concerne des animaux qui avaient regu une solution 
saline contenant en outre Tadjuvant de Freund ; 

• la figure 6C est une superposition des figures 6A et 6B, dans ie but de 
faire apparaitre les resultats relatifs resultant de I'administration de 
l'adjuvant de Freund aux animaux (les variations ne sont evidemment 
pas significatives) ; 
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• la figur 6D fournit les resultats obtenus a Tissue d'une vaccination 
avec la p42 ; 

• la figure 6E concerne des animaux vaccines avec la seule p19 ; 

• enfin, la figure 6F concerne les animaux vaccines avec un melange de 
p19 et p42. 

La p42 induit certes un certain niveau de protection. Mais comme en 
temoignent les figures 6E et 6F, la protection conferee par la p19 
recombinante selon {'invention est considerablement amelioree. 

- On -peut -fornrruler-T^iypothese que-Tamefiofation-de- la protectiorr- 

resulte d'un clivage secondaire de la p42 qui s'accompagne du 
devoilement de cysteine libre qui forme, par la suite, des ponts disulfure 
intermoleculaires donnant lieu a des multimeres du p19 tres 
caracteristiques de cette forme dans les proteines recombinantes des trois 
especes testees. 

Essai de vaccination avec une p19 recombinante de Plasmodium 
falciparum chez le singe ^cureuil. 

Des singes eleves en captivite ont ete injectes avec 1 ml d'inoculum 
par voie intramusculaire 2 fois a 4 semaines d'intervalle comme suit : (1) 4 
animaux injectes avec 50 pg de PfMSP1p19 soluble en presence 
d'adjuvant de Freund comme suit: \^^^ injection 1:1 FCA/FIA; 2^^^ 
injection 1:4 FCA/FIA; et melanges par la suite 1:1 avec Pantigene en 
PBS; (2) 4 animaux injectes avec 50 pg de PfMSP1p19 soluble en 
presence de 10 mg d'alun; (3) 4 animaux injectes avec environ 50 pg de 
PfMSP1p19 ancre GPI reconstitues en liposomes composes 1:1 en 
molarite de cholesterol et phosphatidyl choline. Les animaux ont ete 
saignes 17 jours apres la deuxieme injection. 

Les globules rouges provehants d'un singe ecureuil avec 30% de 
parasitemie due a P. falciparum (avec des formes mures en majorite) ont 
ete laves en PBS et le culot etait dilue 8 fois en presence de 2% SDS et 
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2% dithiothreitol et chauffe a 95** avant d'etre charge sur un gel de 
polyacrylamide de 7.5% (gel de separation) et 4% (gel de stacking) (haut 
du gel). Apres transfere en nitrocellulose Tanalyse par immunoblot 
(immunoempreinte) a ete fait avec des antisera comme suit: (1) pool 
d'antisera des 4 singes vaccinas avec PfMSP1p19 soluble en adjuvant de 
Freund dilue au vingtieme ; (2) pool d'antisera des 4 singes vaccines avec 
PfMSP1p19 soluble en adjuvant alun dilue au vingtieme; (3) pool 
d'antisera des 4 singes vaccines avec PfMSP1p19 ancre en liposomes 
-di4ue^au v4n§tieme H4-)-'^*^i^f'^s-n^©neclonal- qui- reagit-avee un-epHope- 
lineaire de PfMSP1p19, a 50 pg/ml ; (5) pool d'antisera SHI90 provenant 
d'un vingtaine de singes infectes a repetition par P. falciparum et devenus 
refractaires a toute infection ulterieure de P. falciparum, dilue au cinq 
centieme ; (6) pool d'antisera des singes naifs (n'ayant jamais ete exposes 
a P. falciparum) dilue au vingtieme. 

Les resultats montrent que les 3 pools d'antisera des singes 
vaccines avec le PfMSP1p19 reagissent de fagon importante et specifique 
avec des complexes de tres haut poids moleculaire (se trouvant de fagon 
diffuse dans le gel de stacking) et presents dans des extraits de parasite 
contenant davantage de formes mures. Ces resultats confortent 
I'hypothese de la presence d'une agregation specifique du MSP1p19 in 
vivo comportant des epitopes qui sont reproduits dans les molecules 
recombinantes PfMSP1p19 synthetisees dans le systeme baculovirus, en 
particulier celles en forme d'oligomere. 

La figure 7 illustre egalement ces resultats. Elle se rapporte aux 
immunoempreintes produites sur gel. Les trois premieres colonnes du gel 
illustrent la reponse in vivo de singes a des injections de p19 [(1) avec 
Tadjuvant de Freund. (2) avec de Taiun. (3) sous forme de liposome] et 
notamment Texistence de complexes de haut poids moleculaire confortant 
rhypothese de I'agregation in vivo de p19 sous forme d'oiigomere, 
specifique du stade de maturation (quand p42 est coupe en pi 9 et p33). 



Get essai de vaccination comprend egalement une troisieme 
injection identique aux precedentes. L'injection avec I'adjuvant de Freund 
comprend uniquement du FIA. 

I! y a deux animaux controles pour chaque groupe a savoir : 2 
animaux contrdles injectes avec PBS et I'adjuvant de Freund ; 2 animaux 
controles Injectes avec PBS et alun ; 2 animaux controles injectes avec 
liposomes sans proteine; et deux animaux injectes avec PBS sans 
adjuvant. La protection est evalu§e comme decrit ci-dessus. 

Oavention- x;oncerne- natureJlemeot -tfautres — applications,- -pai^- 

exemple celles exposees ci-apres en rapport avec certains des exemples, 
lesquels ne presentent aucun caractere limitatif. 

Therapeutioue 

La molecule recombinante PfMSP1p19 peut etre utilisee pour 
produire des anticorps specifiques eventuellement utilisabfes par transfert 
passif dans un but de therapeutique adaptee au paludisme severe du a P. 
falciparum avec risque de mortal ite. 

Diaanostic 

Les molecules recombinantes PfMSP1p19 derivees de baculovirus 
peuvent et ont ete utilisees pour produire des anticoprs monoclonaux 
specifiques murins. Ces anticorps, en combinaison avec des antisera 
polyclonaux anti MSP1p19 provenant d'une autre espece telle que le lapin 
ou la chevre. peuvent etre a la base d'un test de diagnostic semi-quantitatif 
pour le paludisme et capable de distinguer entre un paludisme du a P. 
falciparum, qui peut etre mortel, et un paludisme du a P. vivax. qui n'est 
generalement pas mortel. Le principe de ce test seralt de pieger et 
quantifier toute molecule de MSP1 contenant la partle p19 dans le sang. 

Dans ce cadre, les avantages de la molecule MSP1p19 sont les 
suivants: 

(i) elle est a la fois extremement bien conservee au sein d'une 
meme espece et suffisamment divergente entre des especes differentes 
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pour permettre de produire facilement des reactifs specifiques d'espece. 
Aucune reaction croisee n'a ete observee entre les anticorps derives de 
PfMSP1p19 et PvMSP1p19 ; 

(ii) la fonction du MSP1p19, bien que non connue avec precision, 
semble etre suffisamment importante pour que cette molecule ne varie pas 
de fafon significative ou soit deletee sans effet letal pour le parasite ; 

(iii) c'est un antigene majeur se trouvant sur tous les merozoTtes et 
done, il doit etre, en princIpe, detectable meme a basse parasitemie et 
propo rtionnellement a la parasitemie ; _ . ... ' 

(iv) puisque les molecules recombinantes de MSP1p19 derivees de 
baculovirus semblent reproduire davantage la structure native de 
MSP1p19. les anticorps produits centre ces proteines seraient bien 
adaptes a un usage diagnostique. 

Les microorganismes identifies ci-dessous ont ete deposes suivant 
la regie 6.1. du Traite de Budapest a la date du 01 fevrier 1996 . sous les 
numeros suivants : 

References d'identification Numeros d'enreqistrement 



PvMSP1p19A 

PvMSP1p19S 

PfMSP1p19A 

PfMSP1p19S 

PcMSP1p19S 



- 1659 

- 1660 
-1661 

- 1662 

- 1663 



L'invention concerne egalement I'utilisation de ces anticorps. alors 
de preference prealablement fixes sur un support solide (par exemple pour 
chromatographie d'affinite), pour la purification de peptides du type pi 9 
initialement contenus dans un melange. 

La purification fait alors intervenir une mise en contact de ce 
melange avec I'anticorps, la dissociation du complexe antigene-anticorps 
et la recuperation du peptide de type pi 9 purifie. 
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REVENDICATIONS 



1. Proteine recombinante dont la sequence polypeptidique 
constitutive essentielle est celle : 

• soit d'un fragment C-terminal de 19 kilodaltons (pi 9) de la proteine 1 de 
surface (proteine MSP-1) de la forme merozoTte d'un parasite du type 

Plasmodiurrhi-akArB quB-Piasmedium^iVaxr-ei tnfeetieo^c pour f Homme; 

ce fragment C-terminal restant normalement ancre a la surface du 
parasite au terme de sa phase de penetration dans des erythrocytes 
humains, a Toccasion d'un cycle infectieux ; 

• soit d'une partie de ce fragment des lors qu'elle est apte aussi a induire 
une reponse immune capable d'inhiber une parasitemie in vivo due au 
parasite correspondant ; 

• soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type 
cellulaire et/ou humorale equivalente a celle produite par ce fragment 
p19 ou a la susdite partie de ce fragment, et 

cette proteine recombinante comportant le cas echeant des epitopes 
conformationnels instables en milieu reducteur et constituant la majorite 
des epitopes reconnus par des antiserums humains formes centre le 
Plasmodium correspondant. 

2. Proteine recombinante selon la revendication 1, caracterisee 
en ce qu'elle est essentiellement depourvue de toute sequence 
polypeptidique normalement en amont de la sequence polypeptidique 
C-terminale de la p33 (fragment N-terminal de 33 kDa) normalement du 
cote associe a la pi 9 dans la p42 correspondante, avant le clivage natural 
de cette derniere. cette derniere sequence polypeptidique C-terminale de 
la p33 comportant, lorsqu'elle est presente, moins de 50 residus d'acides 
amines. 
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3. Proteine recombinante selon la revendication 1. caracterisee 
en ce qu'elle est essentiellement depourvue de toute sequence 
polypeptidique normalement en amont de la sequence polypeptidique du 
cote C-terminal de la p33 (fragment N-terminal de 33 kDa) normalement 
associee a la p19 dans la p42 correspondante avant le clivage naturel de 
cette derniere, cette derniere sequence polypeptidique C-terminale de la 
p33, comportant. lorsqu'elle est pr6sente. moins de 35, voire m§me moins 
de 10 residus d'acides amines. 

. — 4. Rcotair:ie-f:ecombiriante-selon-la-FevenctiGat4on-^^ 

en ce qu'elle est essentiellement depourvue de toute sequence 
polypeptidique normalement en amont de la sequence polypeptidique du 
cote C-terminal de la p33 (fragment N-terminal de 33 kDa) normalement 
associee a la p19 dans la p42 correspondante avant le clivage naturel de 
cette derniere, cette derniere sequence polypeptidique C-terminale de la 
p33 etant limitee. lorsqu'elle est presente. a celle qui conserve un degre de 
conservation substantiel dans les Plasmodium infectieux pour Thomme. 
tels que PJalciparum ou P.vivax, 

6. Proteine recombinante selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterisee en ce que la partie de fragment pi 9 
contient au moins Tune des deux regions EGF normalement contenues 
dans cette p19. 

6. Proteine recombinante selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterisee en ce que le poids moieculaire de ce 
fragment pi 9 ou de cette partie de fragment pi 9 est comprise entre 10 et 
25 kDa, notamment entre 10 et 15 kDa. 

7, Proteine recombinante selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterisee en ce qu'elle comporte egalement un 
groupe glycosylphosphatidylinositol (GPI) du type de ceux qui permettent 
un ancrage du fragment pi 9 a I'hote cellulaire, notamment une cellule 
eucaryote, preferentiellement une cellule d'insecte infectable par un 
baculovirus, dans lequel ladite proteine recombinante est exprimee. 
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8. Proteine recombinante selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 6. caracterisee en ce qu'elle est depourvue de la partie 
C-terminale extreme hydrophobe qui intervient dans Tinduction de 
Tancrage de cette proteine recombinante a la nnembrane cellulaire de 
rhote dans lequel elle est exprimee. notamment dans une cellule 
eucaryote, preferentieiiement une cellule d'insecte infectable par un 
baculovirus. 

9. Proteine recombinante salon la revendication 8, caracterisee 
-en-ee-qu^eHe est hydresQluble^ 

10. Proteine recombinante selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 9, caracterisee en ce qu'elle contient la sequence de la 
pi 9 de la proteine MSP-1 de Plasmodium falciparum ou ladite partie du 
fragment correspondant. 

11. Proteine recombinante selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 10, caracterisee en ce qu'elle contient la sequence de 
la pi 9 de la proteine MSP-1 de Plasmodium cynomolgi ou ladite partie du 
fragment correspondant. 

12. Oligomere de la proteine recombinante selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 11 . 

13. Oligomere selon la revendication 12. caracterise en ce qu'il 
contient de 2 a 50 unites monomere de ladite sequence polypeptidique de 
la proteine recombinante telle que definie dans I'une quelconque des 
revendications 1 a 1 1 . 

14. Proteine recombinante selon Tune quelconque des 
revendications la 12, caracterisee en ce qu'elle est conjuguee a une 
molecule porteuse utilisable pour la production de vaccins. 

15. Composition vaccinante contre un parasite du type 
Plasmodium infectieux pour I'homrne, contenant a titre de principe actif une 
proteine recombinante dent la sequence polypeptidique constitutive 
essentielle est celle ; 
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• soit d'un fragment C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la proteine 1 de 
surface (proteine MSP-1 ) de la forme merozoite d'un parasite du type 
Plasmodium, infectieux pour THomme, ce fragment C-terminal restant 
normalement ancre a la surface du parasite au terme de sa phase de 

5 penetration dans des erythrocytes humains, a Toccasion d'un cycle 

infectieux ; . 

• soit d'une partie de ce fragment des lors qu'elle est apte aussi a>rnhiber 
une parasit6mie r formaleme nt" induitc in vivo ^?af — fe-. parasite 

- GOFrespondant-i ^ 

10 • soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type 
cellulaire et/ou humorale equivalente a celle produite par ce fragment 
p19 ou a la susdite partie de ce fragment, et 
cette proteine recombinante comportant en outre des epitopes 
conformationnels instables en milieu reducteur et constituant la majorite 
15 des epitopes reconnus par des antiserums humains formes contre le 
P/as/770cf/iyrn correspondant. 

16„ Composition vaccinante selon la revendication 15, 
caracterisee en ce que son principe actif consiste en une proteine 
recombinante selon Tune quelconque des revendications 2 a 11 ou 14. ou 
20 en un oligomere selon la revendication 12 ou 13. 

17. Composition vaccinante contre un parasite du type 
Plasmodium infectieux pour Thomme. contenant a titre de principe actif un 
oligomere d'une proteine recombinante selon la revendication 15 ou la 
revendication 16. 

25 18. Anticorps polyclonal reconnaissant selectivement la pi 9 

d'une proteine MSP-1 de la forme merozoite d'un parasite du type 
Plasmodium infectieux pour Thomme autre que Plasmodium vivax et ne 
reconnait pas Plasmodium vivax, • 

19. Anticorps monoclonal selon la revendication 18. caracterise 

30 en ce qu'il ne reconnait pas Plasmodium vivax. 
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20. Anticorps monoclonal selon la revendication 18, caracterise 
en que qu'il reconnait speclfiquement la p19 de P.falciparum. 

21. Anticorps monoclonal selon la revendication 18, caracterise 
en ce qu'il reconnait speclfiquement la p19 de P.vivax. 

5 22. Precede de diagnostic differentiel permettant de distinguer 

entre une infection parasitaire due a P.vivax. d'une part, et une infection 
parasltaire due d un autre Plasmodium, d'autre part, caracteris6 par les 
mises en contact d'un prelevement biologique infects par un Plasmodium 

avec- un -anticorps- seloo-la-revendicatlon -24^- ^'wie- part,- et— avee -un 

10 anticorps selon la revendication 19 ou 20. d'autre part, et la detection 
selon le cas, de la production ou non d'une reaction immunologique. 

23. Vecteur modifie du type baculovirus recombinant contenant 
sous le controle d'un promoteur contenu dans ce vecteur et susceptible 
d'etre reconnu par des cellules transfectables par ce vecteur, une premiere 
15 sequence nucleotidlque codant pour un peptide signal compatible avec 
I'expression dans un syst^me baculovirus, caracterise par une deuxleme 
sequence en aval de la premiere, egalement sous le controle de ce 
promoteur et dont au moins une partie code pour la sequence peptidlque : 
• soil d'un fragment peptidique C-terminal de 19 kilodaltons (pi 9) de la 
20 proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de la forme merozoite d'un 

parasite du type Plasmodium autre que Plasmodium vivax et infectieux 
pour I'homme. ce fragment C-terminal restant normalement ancre a la 
surface du parasite au terme de sa penetration dans des erythrocytes 
humains. a I'occasion d'un cycle infectieux ; 
25 • soit d'une partie de ce fragment peptidique des lors que le produit 

d'expression de la deuxieme sequence dans un systeme baculovirus est 
apte aussi a induire une reponse immune capable d'inhiber une 
parasitemie in vivo due au parasite correspondant ; 
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• soit d'un peptide capable d*induire une reponse immunologique de type 
cellulaire et/ou humorale equivalente a celle produite par ce fragment 
peptidique p19 ou a la susdite partie de ce fragment, et 

ladite sequence nucleotidique ayant en outre une teneur en G et C 

comprise entre 40 et 60%, de preference d'au moins 50% de la total! te des 

nucleotides dont elle est constitute. 

24. Vecteur modifie selon la revendication 23. caracterise en ce 
que la susdite deuxieme sequence polypeptidique est conforme a celle 

_ _jleijnie,dansJ^uae_quelcoriquejdes-revBndlcat 4-1^ 

25. Vecteur modifie selon la revendication 23, caracterise en ce 
que la deuxieme sequence nucleotidique est une sequence synthetique. 

26. Vecteur modifie selon Tune quelconque des revendications 
23 a 25. caracterise en ce que la premiere sequence nucleotidique code 
pour un peptide signal issu de Plasmodium vivax et normalement associe a 
la proteine MSP-1 de ce Plasmodium. 

27. Vecteur modifie selon Tune quelconque des revendications 
23 a 26, caracterise en ce que la deuxieme sequence nucleotidique est 
depourvue a son extremite 3' terminate de la sequence d'extremite C- 
terminale hydrophobe qui est impliquee dans induction de Tancrage de 
cette proteine recombinante a la membrane cellulaire de Thote dans lequel 
elle est exprimee. notamment dans une cellule d'insecte infectable par un 
baculovirus. 

28. Vecteur modifie selon Tune quelconque des revendications 
23 a 27, caracterise en ce qu'il consiste en un baculovirus modifie. 

29. Organisme, notamment cellule d'insecte du type Sf9, 
transfectable et transfecte par le vecteur modifie selon Tune quelconque 
des revendications 23 a 27. 

30. ADN synthetique contenant une premiere sequence 
nucleotidique dont au moins une partie code pour la sequence peptidique : 
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• soit d'un fragment peptidique C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la 
proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de la forme merozoTte 
Plasmodium falciparum, ce fragment G-terminal restant normalement 
ancre a la surface du parasite au terme de sa penetration dans des 
erythrocytes humains. a I'occasion d'un cycle infectieux ; 

• soit d'une partie de ce fragment peptidiquf des lors que le produit 
d'expression de cet ADN S'ns un systdnlie ba^iSi^ b^st^p ^ 

une parasit^mie no rmalomont — induitc in vivo imi i[l parasite 
cotcespondant ; I ^^^i^ .^r!*. 

• soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type 
cellulaire et/ou humorale equlvalente a celle produite par ce fragment 
peptidique p1 9 ou a la susdite partie de ce fragment, et 

ladite sequence nucleotidique ayant en outre une teneur en nucleotides G 
et C comprise entre 40 et 60%. de preference d'au moins 50% du total des 
nucleotides dont est constitue le susdit ADN synthetique. 

31. ADN synthetique selon la revendication 30, caracterise en ce 
que sa premiere sequence nucleotidique est depourvue a son extremite 3' 
terminate de la sequence codant pour la region d'extremite C-terminale 
hydrophobe normalement impliquee dans I'induction de I'ancrage de la 
proteine p19 a la membrane cellulaire de I'hote dans lequel elle est 
exprimee. notamment dans une cellule d'insecle infectable par un 
baculovirus. 

32. ADN synthetique selon la revendication 30 ou la 
revendication 31, caracterise en ce que la premiere sequence 
nucleotidique est precedee d'une sequence nucleotidique signal codant 
pour un peptide signal normalement associe a une proteine MSP-1 de 
Plasmodium, homologue ou heterologue vis-a-vis de la sequence 
principale. 

33. ADN synthetique selon la revendication 32, caracterise en ce 
que la sequence signal est issue de P.vivax. 
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34. ADN synthetique selon Tune quelconque des revendications 
30 a 33, caracterise en ce que la susdite premiere sequence nucleotidique 
inclut une sequence 3'-terminale codant pour une region polypeptidique 
d'ancrage S la membrane cellulaire. ladite region d'ancrage se fixant sur la 
proteine recombinante exprimee a la surface de la membrane de Thote 
cellulaire transforme avec un vecteur contenant ledit ADN synthetique, 
ladite sequence 3' etant homologue a celle de la sequence nucleotidique 
principale. ou heterologue, notamment celle issue de P. vivax. 

ZSl — ADlsL synthetique selon-la-revendicati6n^34t caractefise en-ce--- 

que la sequence 3'-terminale est issue de P.vivax. 

36o ADN synthetique selon Tune quelconque des revendications 
30 a 34. caracterise en qu'il est depourvu de ladite sequence 
3*-terminale. 

37. Vecteur de type baculovirus selon la revendication 23, 
caracterise en ce qu'il est choisi parmi ; 

• le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1659 

• le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1660 

• le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1661 

• le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1662 

• le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1663. 

38. Hybridome secreteur d'anticorps monoclonaux ayant les 
specif icites des anticorps selon Tune quelconque des revendications 18 a 
21. 

39. Precede de separation d*un peptide pi 9 de specificite 
donnee a partir d'un melange de peptides, caracterise par la mise en 
contact de ce melange de peptides avec un anticorps correspondant, 
conforme a Tune quelconque des revendications 18 a 21, de preference 
prealablement fixe sur un support insoluble, par la dissociation ulteheure 
du compose antigene-anticorps forme et par la recuperation du peptide 
p19purifie. 
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40. utilisation de la proteine selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 11 ou de Toligomere selon la revendlcation 13 ou 14 
pour la preparation d'une composition immunogdne susceptible d'induire 
une reponse immune centre une infection a Plasmodium. 
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PROTEINE RECOMBINANTE CONTENANT UN FRAGMENT 
C-TERMINAL DE LA PROTEINE MSP-I 
D'UN PLASMODIUM INFECTIEUX POUR UHOMME 
POUR LA PRODUCTION DE VACCINS ANTI-PALUDIQUES 



L'invention concerne de nouveaux principes actifs de vaccins 
derives de la proteine majeure de surface de formes merozoTtes d'un 
—P/dsmocfium mfectieux -pGur^Phomme-ptus-^r^ralernent-GGRFH^ - 
designation MSP-1 . 

Cette proteine a deja fait Tobjet d'etudes nombreuses. Bile est 
syntiietisee dans le stade schizonte des parasites du type Plasmodium, 
notamment Plasmodium falciparum, et est exprimee sous forme de Tun des 
constituants majeurs de la surface des merozoTtes aussi bien pendant le 
stade hepatique que pendant le stade erythrocytaire du paludisme (1. 2. 3. 
4). En raison du caractere predominant et de la conservation dans toutes 
les especes de Plasmodium connues de cette proteine, il a ete suggere 
qu'elle pourrait representer un candidat pour la constitution de vaccins 
anti-paludiques (5, 6). 

II en a encore ete de meme pour des fragments de cette proteine. 
particulierement des produits naturels de clivage dont Ton observe la 
formation, par exemple au cours de Tinvasion par le parasite des 
erythrocytes de I'hote infecte. Parmi, ces produits de clivage, on relevera le 
fragment C-terminal ayant un poids moleculaire de 42 kDa (7,8) qui est a 
son tour clive une nouvelle fois en un fragment N-terminal ayant un poids 
moleculaire apparent conventionnel de 33 kDa et en un fragment C- 
terminal ayant un poids moleculaire apparent conventionnel de 19 kDa (9) 
qui reste normalement fixe a la membrane du parasite au terme des 
modifications dont il est lui-meme Tobjet, par rintermediaire de groupes du 
type glycosylphosphatidylinositol (GPI) (10, 11). 
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• soit d'une partie de ce fragment des lors qu'elle est apte aussi a induire 
une reponse immune capable d'inhiber une parasitemie in vivo due au 
parasite correspondant ; 

• soit d'un peptide immunologiquement equivalent a ce fragment p19 ou a 
la susdite partie de ce fragment, et 

cette proteine recombinante comportant en outre des epitopes 
conformationnels instables en milieu reducteur et constituant, de 
preference, la majorite des epitopes reconnus par des antiserums humains 
~^fmes-eef)ife-\B~RasmeditHn eerrespGndant. 

La presence de ces epitopes conformationnels pourrait jouer un role 
important dans Tefficacite protectrice du principe actif de vaccins. On les 
retrouve tout particulierement dans les principes actifs presentant par 
ailleurs les autres caracteristiques definies ci-dessus, lorsqu'ils ont ete 
produits dans un systeme vecteur baculovirus. S'il en est besoin. il est 
mentionne ci-apres que par Texpression « systeme de vecteur 
baculovirus » on entend Tensemble que constitue le vecteur type 
baculovirus lui-meme et les lignees cellulaires, notamment cellules 
d'insectes transfectables par un baculovirus modifie par une sequence a 
transferer dans ces lignees cellulaires avec pour resultat I'expression de 
cette sequence transferee. Des exemples preferes de ces deux partenaires 
du systeme baculovirus, ont ete decrits dans Tarticle de Longacre et al. 
(19). C'est le meme systeme qui a ete utilise dans les exemples qui 
suivent. II va naturellement de soi que des variants, tant du baculovirus 
que des cellules infectables par ce baculovirus peuvent etre utilises en lieu 
et place de celui qui a ete choisi. 

Le caractere instable en milieu reducteur de ces epitopes 
conformationnels peut etre mis en evidence, notamment par le test decrit 
plus loin dans les exemples, notamment en presence de 
P-mercaptoethanol. 

De ce point de vue, la proteine recombinante produite par 
S. Longacre et al. (14) peut etre mise en oeuvre dans de tels compositions. 
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baculovirus, caracterise par une deuxieme sequence nucleotidique en aval 
de la premiere, egalement sous le controle de ce promoteur et code pour 
la sequence peptidique : 

• soit d'un fragment peptidique C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la 
proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de la forme merozoTte d'un 
parasite du type Plasmodium autre que Plasmodium vivax et infectieux 
pour r Homme, ce fragment C-terminal restant normalement ancre a la 
surface du parasite au terme de sa penetration dans des erythrocytes 

- --huFnainSy-a -to€Gasion-4'u^^-GyGle-i^=rfectiey)^ 

• soit d'une partie de ce fragment peptidique des lors que le produit 
d'expression de la deuxieme sequence dans un systeme baculovirus est 
apte aussi a induire une reponse immune capable d'inhiber une 
parasitemie in vivo due au parasite correspondant ; 

• soit d'un peptide immunologiquement equivalent derive du susdit 
fragment peptidique C-terminal (p19) ou de la susdite partie de fragment 
peptidique par addition, deletion ou substitution d'acides amines 
n'entraTnant pas une modification importante de la capacite de ce 
peptide immunologiquement equivalent a induire une reponse 
immunologique de type cellulaire et/ou humorale semblable a celle 
produite par ce fragment peptidique p19 ou a la susdite partie de ce 
fragment, et 

ladite sequence nucleotidique ayant le cas echeant une teneur en 
nucleotides G et C comprise entre 40 et 60%, de preference d'au moins 
50% de la totalite des nucleotides dont elle est constituee. Cette sequence 
peut etre obtenue par construction d'un gene synthetique dans lequel les 
codons naturels ont ete changes par des codons riches en G/C sans que 
leur traduction soit modifiee (maintien de la sequence peptidique). 

En roccurrence ladite sequence nucleotidique, fournie par un ADN 
synthetique, peut presenter au moins 10% de codons modifies par rapport 
a la sequence du gene ou du cDNA naturel tout en conservant les 
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(33) Haziot A. et al. (1994) J. Immunol. 152: 5868. «R combinant solubl 
GDI 4 Inhibits LPS-lnduced Tumor Necrosis Factor & Production by Cells in 
Whole Blood ». 

(34) Chang. S.P. et al., (1988) « Plasmodium falciparum : gene structure and 
hydropathy profile of the major merozoite surface antigen (gp195) of the 
Uganda-Palo Alto isolate. Exp. Parasitol. 67 : 1-11. 

(35) Holder, A.S. et al. (1985) « Primary structure of the precursor to the three 
major surface antigens of Plasmodium falciparum merozoites, Nature 317 : 
270-273. 

^invention — conce cne — egalemeat- Jes _ -hybcidomes -secreteurs. 

d'anticorps specifiques reconnaissant selectivement la pi 9 d'une proteine 
MSP-1 de la forme merozoite d'un parasite du type Plasmodium infectieux 
pour rhomme autre que Plasmodium vivax et ne reconnaissant pas 
Plasmodium vivax. 

En particulier, ces hybridomes secretent des anticorps monoclonaux 
qui reconnaissent pas la pi 9 de Plasmodium vivax et qui reconnaissent 
specifiquement la pi 9 de Plasmodium falciparum. 

U invention concerne egalement un hybridome caracterisd en ce 
qu'il produit un anticorps specifique qui reconnaTt specifiquement la pi 9 de 
P. vivax. 



• soit d'un fragment C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la proteine 1 de 
surface (proteine MSP-1) de la forme merozoTte d'un parasite du type 
Plasmodium, infectieux pour THomme. ce fragment C-terminal restant 
normalement ancre a la surface du parasite au terme de sa phase de 
penetration dans des erythrocytes humains, a ['occasion d'un cycle 
infectieux ; 

• soit d'une partie de ce fragment des lors qu'elle est apte aussi a induire 
une reponse immune capable d'inhiber une parasitemie in vivo due au 

- - par^sfte-correspondant ; 

• soit d'un peptide capable dMnduire une reponse immunologique de type 
cellulaire et/ou humorale equivalente a celle produite par ce fragment 
p19 ou a la susdite partie de ce fragment, et 

cette proteine recombinante comportant en outre des epitopes 
conformationnels instables en milieu reducteur et constituant la majorite 
des epitopes reconnus par des antiserums humains formes centre le 
Plasmodium correspondant. 

16. Composition vaccinante selon la revendication 15. 
caracterisee en ce que son principe actif consiste en une proteine 
recombinante selon Tune quelconque des revendications 2 a 11 ou 14, ou 
en un oligomere selon la revendication 12 ou 13. 

17. Composition vaccinante centre un parasite du type 
Plasmodium infectieux pour I'homme, contenant a titre de principe actif un 
oligomere d'une proteine recombinante selon la revendication 15 ou la 
revendication 16. 

18. Anticorps reconnaissant selectivement la pi 9 d'une proteine 
MSP-1 de la forme merozoite d'un parasite du type Plasmodium infectieux 
pour Thomme autre que Plasmodium vivax et ne reconnait pas Plasmodium 
vivax. 

19. Anticorps selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il 
est monoclonal. 
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20. Anticorps selon la revendication 18. caracterise en que qu'il 
est monoclonal et en ce qu'il reconnait specifiquement la p19 de 
P falciparum. 

21. Anticorps monoclonal selon la revendication 18, caracterise 
5 en ce qu'il reconnaTt specifiquement la p19 de P.wVax. 

22. Precede de diagnostic differential permettant de distinguer 
entre une infection parasitaire due a P.v/Vax. d'une part, et une infection 
parasitaire due a un autre Plasmodium, d'autre part, caracterise par les 

mtses-err eontact-d^uFr prelevement -biologique- mfecte-par^ un- PiasmodtLtm ~ 

10 avec un anticorps selon la revendication 21. d'une part, et avec un 
anticorps selon la revendication 19 ou 20. d'autre part, et la detection 
selon le cas, de la production ou non d'une reaction immunologique. 

23. Vecteur modifie du type baculovirus recombinant contenant 
sous le controle d'un promoteur contenu dans ce vecteur et susceptible 

15 d'etre reconnu par des cellules transfectables par ce vecteur. une premiere 
sequence nucleotidique codant pour un peptide signal compatible avec 
{'expression dans un systeme baculovirus, caracterise par une deuxieme 
sequence en aval de la premiere, egalement sous le controle de ce 
promoteur et dont au moins une partie code pour la sequence peptidique : 
20 • soit d'un fragment peptidique C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la 
proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de la forme merozoTte d'un 
parasite du type Plasmodium autre que Plasmodium vivax et infectieux 
pour rhomme, ce fragment C-terminal restant normalement ancre a la 
surface du parasite au terms de sa penetration dans des erythrocytes 
25 humains, a I'occasion d'un cycle infectieux ; 

• soit d'une partie de ce fragment peptidique des lors que le produit 
d'expression de la deuxieme sequence dans un systeme baculovirus est 
apte aussi a induire une reponse immune capable d'inhiber une 
parasitemie in vivo due au parasite correspondant ; 
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• soit d'un fragment peptidique C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la 
proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de la forme merozoTte 
Plasmodium falciparum, ce fragment C-terminal restant normalement 
ancre a la surface du parasite au terme de sa penetration dans des 
erythrocytes humains, a Toccasion d'un cycle infectieux ; 

• soit d'une partie de ce fragment peptidique des lors que le produit 
d'expression de cet ADN dans un s/steme baculovirus est apte a induire 
une r6ponse immune capable d'inhiber une parasitemie in vivo due au 

pctnd9llc5 UOn t?o|J\Ji iUcn"Ttr7 

• soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type 
cellulaire et/ou humorale equivalente a celle produite par ce fragment 
peptidique p1 9 ou a la susdite partie de ce fragment, et 

ladite sequence nucleotidique ayant en outre une teneur en nucleotides G 
et C comprise entre 40 et 60%. de preference d*au moins 50% du total des 
. nucleotides dont est constitue le susdit ADN synthetique. 

31- ADN synthetique selon la revendication 30. caracterise en ce 
que sa premiere sequence nucleotidique est depourvue a son extremite 3' 
terminale de la sequence codant pour la region d'extremite C-terminale 
hydrophobe normalement impliquee dans Tinduction de Tancrage de la 
proteine p19 a la membrane cellulaire de Thote dans lequel elle est 
exprimee, notamment dans une cellule d'insecte infectable par un 
baculovirus. 

32. ADN synthetique selon la revendication 30 ou la 
revendication 31, caracterise en ce que la premiere sequence 
nucleotidique est precedee d'une sequence nucleotidique signal codant 
pour un peptide signal normalement associe a une proteine MSP-1 de 
Plasmodium, homologue ou heterologue vis-a-vis de la sequence 
principale. 

33- ADN synthetique selon la revendication 32, caracterise en ce 
que la sequence signal est issue de P.vivax. 
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34. ADN synthetique selon Tune quelconque des revendications 
30 a 33, caracterise en ce que la susdite premiere sequence nucleotidique 
inclut une sequence 3'-terminale codant pour une region polypeptidique 
d'ancrage a la membrane cellulaire. ladite region d'ancrage se fixant sur la 
proline recombinante exprimee a la surface de la membrane de I'hote 
cellulaire transforme avec un vecteur contenant ledit ADN synthetique. 
ladite sequence 3' etant homologue a celle de la sequence nucleotidique 
principale. ou heterologue. notamment celle issue de P.wVax. 

35. ADI4-sy^^thetique-seten 4a-rev€ndicat4on-34v -caFacterise-en ce- 

que la sequence 3'-terminale est issue de P.vivax. 

36. ADN synthetique selon Tune quelconque des revendications 
30 a 34, caracterise en qu'il est depourvu de ladite sequence 
3 -terminale. 

37. Vecteur de type baculovirus selon la revendication 23, 
caracterise en ce qu'il est choisi parmi : 

• le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1659 

• le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1660 

• le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1661 

• le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1662 

• le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1663. 

38. Hybridome secreteur d'anticorps monoclonaux ayant les 
specificites des anticorps selon Tune quelconque des revendications 19 a 
21. 

39. Precede de separation d'un peptide pi 9 de specif icite 
donnee a partir d'un melange de peptides, caracterise par la mise en 
contact de ce melange de peptides avec un anticorps correspondant. 
conforme a Tune quelconque des revendications 18 a 21, de preference 
prealablement fixe sur un support insoluble, par la dissociation ulterieure 
du compose antigene-anticorps forme et par la recuperation du peptide 
pi 9 purifie. 
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REVENDICATIONS 

1. Proteine recombinante dont la sequence polypeptidique 
constitutive essentielle est celle : 

• soit d'un fragment C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la proteine 1 de 
surface (proteine MSP-1) de la forme merozoTte d'un parasite du type 

Plasmodium, autre que Plasmod ium viv a x, et infectie ux pour I'Ho mme, 

ce fragment C-terminal restant normalement ancre a la surface du 
parasite au terme de sa phase de penetration dans des erythrocytes 
humains, a Toccaslon d'un cycle infectieux ; 

• soit d'une partie de ce fragment des lors qu'elle est apte aussi a induire 
une reponse immune capable d'inhiber une parasitemie in vivo due au 
parasite correspondant ; 

• soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type 
cellulaire et/ou humorale equivalente a celle produite par ce fragment 
p19 ou a la susdite partie de ce fragment, et 

cette proteine recombinante comportant des epitopes conformationnels 
instables en milieu reducteur et constituant. de preference, la majorite des 
epitopes reconnus par des antiserums . humains formes centre le 
Plasmodium correspondant. 

2. Proteine recombinante selon la revendication 1, caracterisee 
en ce qu'elle est essentiellement depourvue de toute sequence 
polypeptidique normalement en amont de la sequence polypeptidique 
C-terminale de la p33 (fragment N-terminal de 33 kDa) normalement du 
cote associe a la p19 dans la p42 correspondante, avant le clivage natural 
de cette derniere. cette derniere sequence polypeptidique C-terminale de 
la p33 comportant. lorsqu'elle est presente. moins de 50 residus d'acides 
amines. 
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„,„ ^^/NISQHQCVKKQCPEN 
Bac 19 GAA TTC AAC AOX: TCG CAG CAC CAA TGC GTG AAA AAA CAA TGT CCC GAG AAC 
^ ,^ 1 i'i " " " HI III III II Mi III III III II II II 

^ ( AAC ATT TCA CAA CAC CAA TGC GTA AAA AAA CAA TGT CCA GAA AAT 

SGCFRHLDER £ECKCL L 
Bac 19 TCT GGC TGT TTC AGA CAC TTG GAC GAG AGA GAG GAG TGT AAA TGT CTG CTC 

iLLi jl, ' ' ' " ' ' " " «• H II III II 11 III I II III I I 

¥F-19- TCr-GGA-TGT^rrC-AGA CAT TTA GAr GS& AGarGSS- GAA TGT A AA'tcT TTA TTA 

NY KQEGDKCVENPNPTC 
19 AAC TAC AAA CAG GAG GGC GAC AAG. TGCGTGGAGAACCCCAACCCGAGCTOT 
■yJ II III III II II II II II M II II II II II II if III 

PF 19 AAT TAC AAA CAA GAA GGT GAT AAA TGT GTT GAA AAT CCA AAT CCT ACT TCT 

NENN GGCDADAKCTEED 
Bac 19 AACGAGAACAACGGCGGCTCTGACGCA6ACGCCAAATGCACCGAGGAGGAC 
„^ III II II II II II Mill Mill III III II Mill II II 

FF 19 AAC GAA AAT AAT GGT GGA TGT GAT GCA GAT GCC AAA TGT ACC GAA GAA GAT 

SGSNGKK ITCECTKPDS 
Bac 19 TCG GGC AGC AAC GGC AAG AAA ATC ACG TCT GAG •POT ACC AAA CCC GAC TOG 

pp io 11. iL " "I II III II III II III II II II 

PF 19 TCA GGT AGC AAC GGA AAG AAA ATC ACA TCT GAA TCT ACT AAA CCT GAT TCT 

Y PLFDGIFCS** 
Bac 19 TAC CCG CTG TTC GAC GGC ATC TTC TGC AGC TAA TAA 
„^ " II M mil M II III Ml II 

FF 19 TAT CCA CTT TTC GAT GCT ATT TTC TtSfe.ACT 



avant rsctificaiioe 



Bac 19 



PF 19 



N 



H 



Q C 



K 



N 



[ GAA TTCf AAC ATC TCG CAG CAC CAA TGC GTG AAA AAA CAA TGT CCC GAG AAC 
^iU&i^RT iil II II II Ml III III II ill III III III II II II 
AAC ATT TCA CAA CAC CAA TGC GTA AAA AAA CAA TGT CCA GAA AAT 



Bac 19 
PF 19 

Bac 19 



SGCF RHLDEREECKCLL 
TCT GGC TGT TTC AGA CAC TTG GAC GAG AGA GAG GAG TGT AAA TGT CTG CTG 
IN II ill III III II II II II Mi ll II Ml Ml III I I 
TCT GGA TGT TTC AGA CAT TTA GAT GAA AGA GAA GAA TGT AAA TGT TTA TTA 

N Y K Q E G D K CV E N P. N P T C 
AAC TAC AAA CAG GAG GGC GAC AAG TGC GTG GAG AAC CCC AAC CCG ACC TGT 
ji Mi III M ' M II II II M M II II M . 11 II if III 



— AAT- TAG-AAA-GAA-GAAr GG^E^GAT-AAA-TGT-GTT GAAr^AAT^ ^CAr AAT^ 



-TGT 



NENN GGCDADAKCTEED 
Bac 19 AAC GAG AAC AAC GGC GGC TGT GAC GCA GAC GCC AAA 1^ ACC GAG GAG GAC 

IM M II II II 11 Ml II III M Ml III M III M M II 
PF 19 AAC GAA AAT AAT GGT GGA TGT GAT GCA GAT GCC AAA TGT ACC GAA GAA GAT 

SG S N3KKI TCECTKPDS 
Bac 19 TCG GGC AGC AAC GGC AAG AAA ATC ACG TGT GAG TGT ACC AAA CCC GAC. TCG 

I i II I I I II I M n I II I II I II Mi ll II I i I Mill II \\ 
PF 19 TCA GGT AGC AAC GGA AAG AAA ATC ACA TGT GAA TGT ACT AAA CCT GAT TCT 

Y P L F D G I 
Bac 19 TAC CCG CTG TTC GAC GGC ATC 

M II II III M n M 
PF 19 TAT CCA CTT TTC GAT GGT ATT 
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FIGURE IC 



GAA ACA GAA AGT TAT AAG CAG CTT GTA GCC AAC GTG GAC GAA TTC 
ETESYKQ IiVANVD E F 

AAC ATC TCG CAG CAC CAA TGC GTG AAA AAA CAA TGT CCC GAG AAC TCT GGC 
NISQHQCVKKQCPENSG 

TGT TTC AGA CAC TTG GAC GAG AGA GAG GAG TGT AAA TGT CTG CTG AAC TAC 
CFRHLDEREECKCLLNY 
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FIGURE lA 



„ ,„ EFNISQHQCVKKQCPEN 
Bac 19 C?AA ITC AACATCTCGCAGCACCAATGCGTGAAAAAACAATCTCXrGAGAAC 

III II II li lil ill ill II ill III Mi III 11 II II 

19 AAC ATT TCA a\A CAC CAA TGC GTA AAA AAA CAA TOT 

S GCFRHLDEREECKCLL 
Bac 19 TCT GGC TCT TTC AGA CAC GAG AGA GAG GAG TCT AAA TOT CTC CTC 

,o '"II III I III 11 II II II II III II II III III III I I 
PF 19 TCT GGA TGT TTC AGA CAT TTA GAT GAA AGA GAA GAA TCT AAA TOT TTA TTA 



NYKQEGDKCVENPNPTC 
Bac 19 AAC TAG AAA CAG GAG GGC GAC AAG TGC GTG GAG AAC CCC AAC CCG ACC TCT 

..c " Ml III II II II II II II II II II II II II II III 

PF 19 AAT TAG AAA CAA GAA GGT GAT AAA TCT GTT GAA AAT CCA AAT CCT ACT IGT 

NENNGGCDADAKCTEED 
Bac 19 AAC GAG AAC AAC GGC GGC TCT GAC GCA GAC GCC AAA TCC ACC GAG GAG GAC 

»^ i" II II I' ll II III II III II III III 11 III 11 II II 

PF 19 AAC GAA AAT AAT GGT GGA TGT GAT GCA GAT GCC AAA TCT ACT GAA GAA GAT 

SGSNGKKITCECTKPDS 
Bac 19 TCG GGC AGC AAC GGC AAG AAA ATC ACG TGT GAG TCT ACC AAA CCC GAC TCG 

„^ ,c 11 II iiMii II ill III ill II III 11 III 11 mil II II 

PF 19 TCA GGT AGC AAC CX3A AAG AAA ATC ACA TCT GAA TOT ACT AAA CCT 

YPLFDGIFCS** 
Bac 19 TAC CCG CTC TTC GAC GGC ATC TTC TGC AGC TAA TAA 

»^ li II II III II II II ill ill II 

PF 19 TAT CCA CTT TTC GAT GGT ATT TTC TGC AGT 
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FIGURE IB 
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[page before amendment] 
RECOMBINANT PROTEIN CONTAINING THE 91kDa C-TERMINAL 
SEQUENCE OF A PLASMODIUM MSF-1 PROTEIN WHICH IS 
INFECTIOUS TO MAN OR A FRAGMENT THEREOF FOR THE 
5 PRODUCTION OF ANTI-MALARIA VACCINES 

The invention relates to novel active principles for vaccines derived from the 
major surface protein in merozoite forms of a Plasmodium which is infectious to 
man, more generally termed MSP-1, 

MSP-1 has already been the subject of a number of studies. It is synthesised 
10 in the schizont stage of Plasmodium type parasites, in particular Plasmodium 
falciparum^ and is expressed in the form of one of the major surface constituents of 
merozoites both in the hepatic stage and in the erythrocytic stage of malaria (1, 2, 3, 
4). Because of the protein's predominant character and conservation in all known 
Plasmodium species, it has been suggested that it could be a candidate for 
15 constituting anti-malarial vaccines (5, 6). 

The same is true for fragments of that protein, particularly the natural 
cleavage products which are observed to form, for example during invasion by the 
parasite into erythrocytes of the infected host. Among such cleavage products are the 
C-terminal fragment with a molecular weight of 42 kDa (7, 8) which is itself cleaved 
20 once more into an N-terminal fragment with a conventional apparent molecular 
weight of 33 kDa and into a C-terminal fragment with a conventional apparent 
molecular weight of 19 kDa (9) which remains normally fixed to the parasite 
membrane after the modifications carried out on it, via glycosylphosphatidylinositol 
(GPI) groups (10, 11). 

25 . . ; [end of page before amendment] 
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It is also found at the early ring stage of the intraerythrocytic development 
cycle (15, 16), where the observations were made that the 19 kDa fragment could 
play a role which is not yet known, but which is doubtless essential in re-invasive 
processes. This formed the basis for hypotheses formed in the past that that protein 
5 could constitute a particularly effective target for possible vaccines. 

It should be understood that the references frequently made below to the p42 
and pi 9 proteins from a certain type oi Plasmodium are imderstood to refer to the 
corresponding C-terminal cleavage products of the MSP-1 protein of that 
Plasmodium or, by extension, to products containing substantially the same amino 

10 acid sequences, obtained by genetic recombination or by chemical synthesis using 
conventional techniques, for example using the "Applied System" synthesiser, or by 
"Merrifield" type solid phase synthesis. For convenience, references to "recombinant 
p42" and "recombinant pi 9" refer to "p42" and "pi 9" obtained by techniques 
comprising at least one genetic engineering step. 

15 Faced with the difficulty of obtaining large quantities of parasites for P. 

falciparum and the impossibility of cultivating P. vivax in vitro, it has become clear that 
the only means of producing an anti-malaria vaccine is to resort to techniques which use 
recombinant proteins or peptides. However, MSP-1 is very difficult to produce whole 
because of it large size of about 200 kDa, a fact which has led researchers to study the 

20 C-terminal portion, the (still unknown) function of which is probably the more 
important. 

Recombinant proteins concerning the C-terminal portion of the P. falciparum 
MSP-1 which have been produced and tested in the monkey (12) are: 
• a pi 9 fiised with a glutathione-S-transferase produced in E, coli (40); 

25 • a pl9 fused with a polypeptide from a tetanic anatoxin and carrying auxihary T 
c^l epltbpes produced in S, cerevisiae (12), 
' A composition containing a p42 protein fused with a glutathione-S-transferase 
produced in E. coli combined with a Freund complete adjuvant did not exhibit a 
protective effect in two types of Aotus monkeys (A. nancymai and A, vociferans) 

30 when administered to them. The pi 9 protein produced in 5. cerevisiae exhibited a 
protective effect in two A. nancymai type Aotus monkeys (12). In contrast, there was 
no protective effect in two A, vociferans type Aotus monkeys. 
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Some researchers (Chang et al.) have also reported immunisation tests carried 
out in the rabbit using a recombinant p42 protein produced in a baculovirus system 
and containing one amino acid sequence in common with P. falciparum (18). Thus 
these latter authors indicate that in the rabbit that recombinant p42 behaves 
5 substantially in the same way as the entire recombinant MSP-1 protein (gpl95). They 
suggest that this p42 protein could be used in protection tests in non-human primates 
susceptible to infection by P. falciparum^ in particular Aotus monkeys, on the basis 
that the p42 protein would comprise target epitopes for inhibitor antibodies formed 
against the purified native MSP-1 protein gspl95. It is would be dangerous, even 

10 supposing that such results were to be confirmed, to conclude a protective nature in 
man for the antibodies thus induced to counter the parasites themselves. It should be 
remembered that there are currently no very satisfactory experimental models in the 
primate for P. vivax and P, falciparum. The Saimiri model, developed for P. 
falciparum and P. vivax, and the Aotus model for P, falciparum, are artificial systems 

15 requiring the parasite strains to be adapted and often requiring splenectomy of the 
animals to obtain significant parasitemia. As a result, the vaccination results fi-om 
such models can only have a limited predictive value for man. 

In any event, it must also be asked what the real vaccination rate would be 
which could possibly be obtained with such recombinant proteins, bearing in mind the 

20 discovery - reported below - of the presence in p42s from Plasmodiums of the same 
species, and more particularly in the corresponding p33s, of hypervariable regions 
which would in many cases render uncertain the immunoprotective efficacy of 
antibodies induced in individuals vaccinated with a p42 fi-om a Plasmodium strain 
against an infection by other strains of the same species (13). 

25 It can even b^ assumed that the high polymorphism of the N-terminal portion 

of p42 plays a significant role in immune escape, often observed for that type of 
parasite. 

V- ' T^ aim of the present invention is to produce vaccinating recombinant 
proteins which can escape these difficulties, for which the protective effect is 
30 verifiable in genuinely significant experimental models or even directly in man. 

More particularly, the invention provides vaccinating compositions against a 
Plasmodium type parasite which is infectious for man, containing as an active 



8 



principle a recombinant protein which may or may not be glycosylated, whose 
essential constituent polypeptide sequence is: 

• either that of a 19 kilodalton (pi 9) C-terminal fragment of the surface protein 1 of 
the merozoite form (MSP-1 protein) of a Plasmodium type parasite which is 
5 infectious for man, said C-terminal fragment remaining normally anchored to the 
parasite surface at the end of its penetration phase into human erythrocytes in the 
event of an infectious cycle; 
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[page before amendment] 

• or that of a portion of that fragment which is also capable of inducing an immune 
response which can inhibit in vivo parasitemia due to the corresponding parasite; 

• or that of an immunologically equivalent peptide of said pi 9 fragment or said 
5 portion of that fragment; and 

said recombinant possibly protein further comprising conformational epitopes which 
are imstable in a reducing medium and which preferably constitute the majority of the 
epitopes recognised by human antiserums formed against the corresponding 
Plasmodium, 

10 The presence of such conformational epitopes could play an important role in 

the protective efficacy of the active principle of the vaccines. They are particularly 
found in the active principles which exhibit the other characteristics defined above, 
when they are produced in a baculovirus system. If needs be, it is mentioned below 
that the expression "baculovirus vector system" means the ensemble constituted by 

15 the baculovirus type vector itself and the ceil lines, in particular cells of insects 
transfectable by a baculovirus modified by a sequence to be transferred to these cell 
lines resulting in expression of that transferred sequence. Preferred examples of these 
two partners in the baculovims system have been described in the article by Longacre 
et al. (19). The same system was used in the examples below. It goes without 

20 saying, of course, that variations in the baculovirus and in the cells which can be 
infected by the baculovirus can be used in place of those selected. 

The unstable character of these conformational epitopes in a reducing medium 
can be demonstrated by the test described below in the examples, in particular in the 
presence of 6-mercaptoethanol. 

25 From this viewpoint, the recombinant protein produced by Longacre et al. (14) 

can be used in such compositions. It should be remembered that S'. Longacre et al. 

" [end of page before amendment] 

succeeded in producing a recombinant pl9 from the MSP-1 of P. vivax in a 
baculovirus vector system containing a nucleotide sequence coding for the pi 9 of 

30 Plasmodium vivax, in particular by transfecting cultures of insect cells [Spodoptera 
frugiperda (Sf9) line] with baculovims vectors containing, under the control of the 
polyhedrin promoter, a sequence coding for the peptide fragments defined below, 
with the sequences being placed in the following order in the baculovirus vector used: 



m 




10 



10 



15 



20 



25 



• a 35 base pair 5' terminal fragment of the polyhedrin signal sequence, in which the 
methionine codon for initiating expression of this protein had been mutated (to 



• a 5 '-terminal nucleotide fragment coding for a 32 amino acid peptide 
corresponding to the N-terminal portion of MSP- 1, including the MSP-1 signal 



• either a nucleotide sequence coding for pi 9, or a sequence coding for the p42 of 
the MSP- 1 protein of Plasmodium vivax, depending on the case, these sequences 
also being provided with ("anchored" forms) or deprived of (soluble forms) 3' end 
regions of these nucleotide sequences for which the end C-terminal expression 
products are reputed to play an essential role in anchoring the final pl9 protein to 
the parasite membrane; 

• 2 TAA stop codons. 

For p42, the sequences derived from the C-terminal region of MSP-1 extend 
as a result from amino acid Asp 1325 to amino acid Leu 1726 (anchored form) or to 
amino acid Ser 1705 (soluble form) and for pi 9, the sequences extend from amino 
acid He 1602 to amino acid Leu 1726 (anchored form) or to amino acid Ser 1705 
(soluble form) it being understood that the complete amino acid sequences of p42 and 
pi 9 for which the initial and terminal amino acids have been indicated above follow 
from the gene of the Belem isolate of P, vivax which has been sequenced (20). 

Similar results were obtained using, in the same vector systems, nucleotide 
sequences coding for the p42 and pi 9 of Plasmodium cynomolgi. The interest in P. 
cynomolgi is twofold: it is a parasitic species very close to P, vivax which is 
infectious for the macaque. It can also infect man. Further, access to the natural 
hosts of P. cynomolgi, rhesus monkeys and toque macaques, is also possible, to test 
the efficacy of ;tji'e protection of MSP-1 from P, cynomolgi in natural systems. The 
rhesus monkey is considered to be one of the most representative species for immime 
reactions in man. 

In particular, excellent results have been obtained in vaccination tests carried 
out using the toque macaque with two recombinant polypeptides: soluble p42 and, in 
particular, soluble pi 9 derived from P. cynomolgi, respectively produced in a 
baculovirus system and purified on an affinity column with monoclonal antibodies 



ATT); 



peptide; 
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recognising the corresponding regions of the native MSP-1 protein. The following 
observations were made: six monkeys immunised with only pi 9 (three monkeys) and 
the pi 9 and p42 together (three monkeys) all exhibited practically sterile immunity 
after challenge infection. The results obtained in the three monkeys immunised with 
5 p42 were less significant. Two of them were as above, but since the third exhibited a 
lower parasitemia than the controls immunised with a PBS buffer in the presence of 
Freund adjuvant (3 monkeys) or not immimised (3 monkeys), it was less clear. 

The particularly effective test results carried out with the macaque with 
recombinant polypeptides produced in a baculovirus system using a recombinant pi 9 
10 from P, cynomolgi showed that recombinant polypeptides respectively containing 
recombinant pi 9s from other Plasmodiums must behave in the same manner. They 
are more meaningfiil for malaria in man than the results from tests carried out with P. 
vivax or P. falciparum in their "artificial hosts". 

Baculovirus recombinant proteins derived from a C-terminal MSP-1 portion 
15 (pi 9) have a very significant antimalarial protective effect in a natural system, which 
constitutes the most representative model for evaluating the protective effect of 
MSP-1 for man. 

The protective effect obtained can be fiirther improved if the pl9 form is 
deprived of the hypervariable region of the N-terminal portion of p42, the effect of 

20 which can be deleterious in natural situations in which the vaccinated subject is 
confronted by a great deal of polymorphism. 

The 19 kDa C-terminal fragment, the sequence for which is present in the 
active principle of the vaccine, can be limited to the sequence for the pl9 itself, in the 
absence of any polypeptide sequence normally upstream of the pi 9 sequence in the 

25 corresponding MSP-1 protein. Clearly, though, the essential constituent polypeptide 
sequence of the active principle can also comprise a polypeptide sequence for the C- 
terminal side belonging to the 33 kDa (p33) N-terminal fragment still associated with 
the pl9 in the corresponding p42, before natural cleavage of the latter, if the presence 
of this fragment does not modify the immunological properties of the active principle 

30 of the vaccine. As will be seen below, in particular in the description of the 
examples, the C-terminal sequences of the p33 in various varieties of Plasmodium 
(see the C-terminal portion of the peptide sequences of "region III" in Figure 4) also 
have a degree of homology or substantial conservation of the sequence, for example of 
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the order of at least 80%, in different varieties of Plasmodiums which are infectious for 
man, such that they do not fundamentally modify the vaccinating properties of the active 
principle (the sequence corresponding to region IV in Figure 4), in particular using the 
hypothesis which follows from this figure; the presumed cleavage site between the pi 9 
5 and region m of the p33 is located between the leucine and asparagine residues in a 
particularly well conserved region (LNVQTQ). 

Normally the C-terminal polypeptide sequence of the p33, when it is present, 
comprises less than 50 amino acid residues, or even less than 35, preferably less than 10 
amino acid residues. 

10 In contrast, the essential constituent polypeptide sequence of the active principle 

of the vaccine need not comprise all of the sequence coding for pi 9, naturally providing 
that the latter retains the ability to induce antibodies which protect against the parasite. 
In particular, the molecular weight of the "fragment portion" is 10 to 25 kDa, in 
particular 10 to 15 kDa. Preferably, this polypeptide fragment portion contains at least 

15 one of the two EGF (Epidermal Growth Factor) regions. 

Clearly, the skilled person could distinguish between active fragments and those 
which ceased to be so, in particular experimentally by producing modified vectors 
containing inserts originating from the pl9 with different lengths, respectively isolated 
from the fragments obtained from the sequence coding for pi 9, by reaction with 

20 appropriate restriction enzymes, or by exonucleolytic enzymes which would be kept in 
contact v^th the fragment coding for pi 9 for differing periods; the capacity of the 
expression products from these inserts in the corresponding eukaryotic cells, in 
particular in insect cells, transformed by the corresponding modified vectors, to exert a 
protective effect can then be tested, in particular under the experimental conditions 

25 which are described below in the examples. In particular, the expression products of 
these inserts must be able to inhibit a parasitemia induced in vivo by the corresponding 
whole parasite. . , . 

Thus', the invention includes all vaccinating compositions in which the essential 
constituent polypeptide sequence of the active principle is constituted by a peptide 

30 which can induce a cellular and/or humoral type immunological response equivalent to 
that produced by pi 9 or a fragment as defined above, provided that the addition, 
deletion or substitution in the sequence of certain amino acids by others would not cause 
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a large modification of the capacity of the modified peptide - hereinafter termed the 
"immunologically equivalent peptide" - to inhibit said parasitemia. 

The pi 9 fi-agment can naturally also be associated at the N-terminal side or the 
C-terminal side or via a peptide bond to a fiuther plasmoidal protein fi-agment having a 
5 vaccinating potential (such as Duffy binding protein fi-om P. vivax (29) or EBA-175 
from P. falciparum (30) and (31), one region of which is specifically rich in cysteine), 
provided that its capacity to inhibit parasitemia normally introduced in vivo by the 
corresponding parasite is not altered but is amplified. 

Upstream of the N-terminal end of pi 9, the fragment coding for p 19 or a portion 
10 thereof can also contain a peptide sequence which is different again, for example a C- 
terminal fragment of the signal peptide used, such as that for the MSP-1 protein. This 
sequence preferably comprises less than 50 amino acids, for example 10 to 40 amino 
acids. 

These observations pertain in similar fashion to the pi 9s from other 
15 Plasmodium^ in particular P. falciparum^ the dominant species of the parasites, 
responsible for one of the most serious forms of malaria. 

However, the techniques summarised above for producing a recombinant pl9 
from P. vivax or P. cynomolgi in a baculovirus system are difficult to transpose 
unchanged to producing a recombinant pl9 of P. falciparum in a satisfactory yield, if 
20 only to obtain appreciable quantities which will allow immunoprotective tests to be 
carried out. 

The invention also provides a process which overcomes this problem to a large 
extent. It also becomes possible to obtain much higher yields of P. falciparum pi 9 - and 
other Plasmodiums where similar difficulties are encountered - using a synthetic 

25 nucleotide sequence' substituting the natural nucleotide sequence coding for the pi 9 of 
Plasmodium. f^cfpUrum in an expression vector of a baculovirus system, this synthetic 
nucleotide, ^e<jtience coding for the same pi 9, but being characterized by a higher 
proportion of G and C nucleotides than in the natural nucleotide sequence. 

In other words, the invention follows from the discovery that expression of a 

30 nucleotide sequence coding for a pi 9 in a baculovirus system is apparently linked to 
an improved compatibility of successive codons in the nucleotide sequence to express 
with the "cellular machinery" of the host cells transformable by the baculovirus, in 
the manner of that observed for the natural nucleotide sequences normally contained 
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in these baculovirus and expressed in the infected host cells; hence the poor 
expression, or even total absence of expression of a native P, falciparum nucleotide 
sequence; hence also a possible explanation of the more effective expression 
observed by Longacre et al. (14) for the pi 9 of P. vivax in a baculovirus system and, 
5 as the inventors have also shown, of the P, cynomolgi sequence from corresponding 
native pl9 nucleotide sequences, because of their relatively much higher amounts of 
G and C nucleotides than those of the native nucleotide sequences coding for the pi 9 
of P. falciparum , 

The invention thus more generally provides a recombinant baculovirus type 
10 modified vector containing, under the control of a promoter contained in said vector 
and able to be recognised by cells transfectable by said vector, a first nucleotide 
sequence coding for a signal peptide exploitable by a baculovirus system. 
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characterized by a second nucleotide sequence downstream of the first, also under the 
control of the promoter and coding for the peptide sequence: 

• either of a 19 kilodalton (pi 9) C-terminal fragment of the surface protein 1 of the 
merozoite form (MSP-1 protein) of a Plasmodium type parasite other than 
Plasmodium vivax which is infectious for man, said C-terminal fragment 
remaining normally anchored to the parasite surface at the end of its penetration 
phase into human erythrocytes in the event of an infectious cycle; 

• or of a portion of that peptide fragment provided that the expression product from 
the second sequence in a baculovirus system is also capable of inducing an 
immune response which can inhibit in vivo parasitemia due to the corresponding 
parasite; 

• or of an immunologically equivalent peptide of said C-terminal peptide fragment 
(pi 9) or said peptide fragment portion by addition, deletion or substitution of 
amino acids not resulting in a large modification of the capacity of said 
immunologically equivalent peptide to induce a cellular and/or humoral type 
immimological response similar to that produced by said pl9 peptide fragment or 
said portion of said fragment; and 

said nucleotide sequence having, if necessary, a G and C nucleotide content in the range 
40% to 60%, preferably at least 50%, of the totality of the nucleotides from which it is 
constituted. This sequence can be obtained by constructing a synthetic gene in which 
the natural codons have been changed for codons which are rich in G/C without 
modifying their translation (maintaining the peptide sequence). 

The nucleotide sequence, provided by a synthetic DNA, may have at least 
10% of modified codons with respect to the natural gene sequence or cDNA and 
retains the char^cteristibs of the natural translated sequence, i.e., maintains the amino 
acid sequence; ? 

[end of page before amendment] 
It is not excluded that this G and C nucleotide content could be further 
increased provided that the modifications resulting therefrom as to the amino acid 
sequence of the recombinant peptide - or immunologically equivalent peptide - 
produced did not result in a loss of immimological properties, or protective 
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properties, of the recombinant proteins formed, in particular in the tests which will be 
described below. 

These observations naturally apply to other Plasmodium which are infectious 
for man, in particular those where the native nucleotide sequences coding for 
5 corresponding pi 9s would have T and A nucleotide contents which were poorly 
compatible with effective expression in a baculovirus system. 

The sequence coding for the signal used can be that normally associated with 
the native sequence of the Plasmodium concerned. But it can also originate from 
another Plasmodium, for example P. vivax or P. cynomolgi or another organism if it 

10 can be recognised as a signal in a baculovirus system. 

The sequence coding for p 19 or a fragment thereof in the vector under 
consideration is, in one case, deprived of the anchoring sequence of the native protein 
to the parasite from which it originates, in which case the expressed protein is 
generally excreted into the culture medium (soluble form). It is also remarkable in 

15 this respect that under the conditions of the invention, the soluble and anchored forms 
of the recombinant proteins produced, in particular when they are from P, falciparum 
or P. cynomolgi or P. vivax, tend to form oligomers, this property possibly being at 
the origin of the increased immunogenicity of the recombinant proteins formed. 

The invention also concerns vectors in which the coding sequence contains 

20 the terminal 3 'end sequence coding for the hydrophobic C -terminal end sequence of 
the p 19 which is normally implicated in the induction of anchoring the native protein 
to the cell membrane of the host in which it is expressed. This 3 '-terminal end region 
can also be heterologous as regards the sequence coding for the soluble pl9 portion, 
for example ci^rresponding to the 3 '-terminal sequence from P. vivax or from another 

25 organism wHen 4t codes for a sequence which anchors the whole of the recombinant 
protein produced to the cell membrane of the host of the baculovirus system used. 
An example of such anchoring sequences is the GPI of the CDS 9 antigen which can 
be expressed in the cells of Spodoptera frugiperda (32) type insects or the GPI of a 
CD 14 human protein (33). 

30 The invention also, naturally, concerns recombinant proteins, these proteins 

comprising conformational epitopes recognised by human serums formed against the 
corresponding Plasmodium, 
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In general, the invention also concerns any recombinant protein of the type 
indicated above, provided that it comprises conformational epitopes such as those 
produced in the baculovirus system, in particular those which are unstable in a 
reducing medium. 

5 The invention also, naturally, concems said recombinant proteins, whether 

they are in their soluble form or in the form provided with an anchoring region, in 
particular to cellular hosts used in the baculovirus system. 

The invention also encompasses oligomers spontaneously produced in the 
baculovirus systems used or produced a posteriori, using conventional protein 
10 oligomerisation techniques. The most commonly used technique involves 
glutaraldehyde. However, any conventional system for bridging between the 
respective amine and carboxyl functions in proteins can be used. As an example, any 
of the techniques described in European patent application EP-A-0 602 079 can be 
used. 

15 The term "oligomer" means a molecule containing 2 to 50 monomer units, 

each of the monomer imits containing pi 9 or a fragment thereof, as defined above, 
capable of forming an aggregate. The invention also encompasses any conjugation 
product between apl9orapl9 fragment as defined above, and a carrier molecule - 
for example a polylysine-alanine - for use in producing vaccines, via bonds which are 

20 covalent or otherwise. The vaccinating compositions using them also form part of the 
invention. 

The invention still further concems vaccine compositions using these 
oligomeric or conjugated recombinant proteins, including proteins from Plasmodium 
vivax, these observations also extending to oligomers of these recombinant proteins. 

25 The invention also encompasses compositions in which the recombinant 

proteins defined above are associated with an adjuvant, for example an alum. 
Recombinant proteins containing the C-terminal end region allowing them to anchor 
to the membrane of the cells in which they are produced are advantageously used in 
combination with lipids which can form liposomes appropriate to the production of 

30 vaccines. Without being limiting, lipids described, for example, in the pubUcation 
entitled "Les liposomes aspects technologique, biologique et pharmacologique" 
[Liposomes: technological, biological and pharmacological aspects] by J. Delattre et 
al., INSERM, 1993, can be used. 
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The presence of the anchoring region in the recombinant protein, whether it is 
a homologous or heterologous anchoring region as regards the vaccinating portion 
proper, encourages the production of cytophilic antibodies, in particular IgG2a and 
IgG2b type in the mouse which could have a particularly high protective activity, so 
5 that associating the active principles of the vaccines so constituted with adjuvants 
other than the lipids used to constitute the liposome forms could be dispensed with. 
This amounts to a major advantage, since liposomes can be lyophilised under 
conditions which enable them to be stored and transported, without the need for 
chains of cold storage means. 

10 Other characteristics of the invention will become clear from the following 

description of examples of recombinant proteins of the invention and the conditions 
under which they can be produced. These examples are not intended to limit the 
scope of the invention. 

Description of the Pf[VISPlpi9S (soluble) construction (soluble pl9 from P. 

15 falciparum) 

The recombinant construction PfMSPlpigS contains the DNA corresponding 
to 8 base pairs of the leader sequence and the first 32 amino acids of the MSP-1 of 
Plasmodium vivax from Met] to Asp32 (Belem isolate; Del Portillo et al., 1991, P. N. 
A. S., 88, 4030) followed by GluPhe due to the EcoRl site connecting the two 

20 fragments. This is followed by the synthetic gene described in Figure 1, coding the 
Plasmodium falciparum MSPlpi9 from Asni6i3 to Sernos (Uganda-Palo Alto isolate; 
Chang et al., 1988, Exp. Parasitol., 67, 1). The construction is terminated by two TAA 
stop codons. This construction gave rise to a recombinant protein which was secreted in 
the culture supematant from infected cells. 

25 ^ In the same maimer and for comparison, a recombinant constmction was 
produced under conditions which were similar to those used to produce the pi 9 above, 
but working with a coding sequence consisting of a direct copy of the corresponding 
DNA of the P. falciparum strain (FUP) described by Chang et al., Exp. Parasit. 67,1; 
1989. The natural gene copy (from asparagine 1613 to serine 1705) was formed from 

30 the native gene by PGR. 

Figure lA shows the sequences of both the synthetic gene (Bad 9) and the 
"native gene" (PF19). 
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It can be seen that 57 codons of the 93 codons of the native sequence coding for 
the p 19 from P. falciparum were modified (the third nucleotide in 55 of them and the 
first and third nucleotides in the other 2 codons). New codons were added to the 5' end 
to introduce the peptide signal under the conditions indicated above and to introduce an 
5 EcoRI site for cloning, and similarly two stop codons were added which were not 
present in the P. falciparum pl9 to obtain expression termination signals. The 
individual letters placed above successive codons correspond to the respective 
successive amino acids. Asterisks (*) show the stop codons. Vertical lines indicate the 
nucleotides which are the same in the two sequences 
10 Description of the PfMSPlpipA construction (anchored GPI) (anchored pl9 of P. 

falciparum) 

The PfMSPlpi9A construction had the characteristics of that above except that 
the synthetic sequence (Figure IB) codes for the MSPlpig of Plasmodium falciparum 
(Uganda-Palo Alto isolate) from Asnien to Ilei726 followed by two TAA stop codons. 
15 This construction gave rise to a recombinant protein which was anchored in the plasma 
membrane of infected cells by a glycosyl phosphatidyl inositol (GPI) type structure. 

Figure IC represents the PfMSPlpigS recombinant protein sequence before 
cutting out the signal sequence. 

Figure ID represents the PfMSPlpigS recombinant protein sequence after 
20 cutting out the signal sequence. 

The amino acids underlined in Figures IC and ID originate from the EcoRl 
site used to join the nucleotide sequences derived from the N-terminal portion of the 
MSP-1 of P, vivax (witft signal sequence) and the MSP- 1 pi 9 of P. falciparum. 

Figure ; 2;^ - The soluble recombinant PfMSPlpi9 antigen purified by 
25 immundaffinity was analysed by immunoblot using SDS-PAGE in the presence 
(reduced) or absence (non reduced) of B-mercaptoethanol. Samples were charged 
onto gel after heating to 95°C in the presence of 2% SDS. Under these conditions 
only covalent type bonds (disulphide bridges) can resist disaggregation. The left 
hand blot was revealed with a monoclonal antibody which reacted with a linear 
30 epitope of natural pi 9. The right hand blot was revealed with a mixture of 13 human 
antisera originating from subjects with acquired immunity to malaria due to 
Plasmodium falciparum. These results show that the recombinant baculovims 
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molecule can reproduce conformational epitopes in the form of a polymer the majority 
of which are recognised by himian antiserum. 

Figure 3 - The soluble PvMSPlp42 recombinant antigen (Longacre et al., 
1994, op. Cit.) was incubated for 5 hours at 37°C in the presence of protein fractions 
5 derived from merozoites of P. falciparum and separated by isolectrofocussing. The 
samples were then analysed by immunoblot in the presence (reduced) or absence (non 
reduced) of B-mercaptoethanol. Isolectrofocussing fractions 5 to 12, and two total 
merozoite extracts made in the presence (Tex) or absence (T) of detergent, were 
analysed. The immimoblot was revealed with monoclonal antibodies specific for 
10 MSPlp42 and pi 9 of P. vivax. The results suggest that there is a proteolytic activity in 
the P. falciparum merozoites which can be extracted with detergent. Digestion of p42 
in certain fractions appears to cause polymerisation of the digestion products (pi 9); 
this polymerisation is probably linked to the formation of disulphide bridges since in 
the presence of B-mercaptoethanol, the high molecular weight forms disappear in 
15 favour of a molecule of about 19 kDa (Tex-R). The pi 9 polymerisation observed in 
these experiments could thus be an intrinsic property of this molecule in vivo. 
Description of the PcMSPlpi9S (soluble) construction (soluble pl9 of/* 

cynomolgi) 

The DNA used for the above construction was obtained from a clone of the 
20 Plasmodium cynomolgi ceylonesis strain (22-23). This strain had been maintained by 
successive passages through its natural host (Macaca sinica) and cyclic transmissions 
via mosquitoes (27). 

Blood parasites in the mature schizont stage were obtained from infected 
monkeys when the parasitemia had attained a level of 5%. They were then purified 

25 using the metho4$ described in (25). The DNA was then extracted as described in (26). 

A,1200 base pair fragment was produced using a PGR reaction using the 
oligonucleotides underlined in Figure 4 originating from P. vivax. The 5' 
oligonucleotide comprised an EcoRI restriction site and the 3' oligonucleotide 
comprised two synthetic TAA stop codons followed by a BglQ restriction site. This 

30 fragment was introduced by Hgation and via these EcoRI and Bglll sites into the 
PVLSV200 plasmid already containing the signal sequence for the MSP-1 protein of P. 
vivax (19). The new plasmid (PVLSV200C42) was used to analyse the DNA sequences. 
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The P cynomolgi sequences and the corresponding PMvax sequences were 
aligned. The black arrows designate the presumed primary and secondary cleavage 
sites. They were determined by analogy with known sites in P, falciparum (27, 28). 
The vertical lines and horizontal arrows localise the limits of the four regions which 
were studied. Region 4 corresponded to the sequence coding for the P. cynomolgi pi 9. 
Glycosylation sites are boxed and the conserved cysteines are underlined. The lower 
portion of Figure 4 shows the percentage identity between the two isolates of P. vivax 
and P. cynomolgi. 

The recombinant construction PcMSPlpigS contains the DNA corresponding 
to 8 base pairs of the leader sequence and the first 32 amino acids of the MSP-1 of 
Plasmodium vivax from Meti to Asp32 (Belem isolate; Del Portillo et al., 1991, P. N. 
A. S., 88, 4030) followed by GluPhe, due to the EcoRl site, connecting the two 
fragments. This is followed by the sequence coding for the Plasmodium cynomolgi 
MSPlpi9 from Lys276 to Sersgo (Ceylon strain). The construction was terminated by two 
TAA stop codons. This construction gave rise to a recombinant protein which was 
secreted in the culture supernatant of infected cells. 

Purification of recombinant PfMSPlpl9 protein by immunoaffinity 
chromatography with a monoclonal antibody specifically recognising the pi 9 of 

Plasmodium falciparum 

The chromatographic resin was prepared by binding 70 mg of a monoclonal 
antibody to 3 g of activated CNBr-Sepharose 4B (Pharmacia) using standard methods 
detailed in the procedure employed by Pharmacia. The culture supematants containing 
the soluble P£MSPlpI9 were batch incubated with the chromatographic resin for 16 
hours atj^X.;,!^^ was washed once with 20 volumes of 0.05% NP40, 0.5 M of 

NaQvPB^^ once with 5 volumes of PBS and once with 2 volumes of 10 mM sodium 
■. plibsph pH 6.8. Elution was carried out with 30 ml of 0.2 M glycine, pH 2.2. The 
eluate was neutralised with 1 M sodivmi phosphate, pH 7.7 then concentrated by 
ultrafiltration and dialysed against PBS. To purify the anchored PfMSPlpl9, all of 
the washing and elution solutions contained a supplement of 0.1% of 3-(dimethyl- 
dodecylammonio)-propane sulphonate (Fluka). 

Recombinant P/asmo^r/i/m vivax (p42 and pl9) MSPl vaccination test in the 

squirrel monkey Saimiri sciureus 
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This vaccination test was carried out on male non splenectomised 2 to 3 year 
old Saimiri sciureus boliviensis monkeys. Three monkeys were injected 3 times 
intramuscularly at 3 week intervals with a mixture of about 50 to 100 (ig each of 
recombinant soluble PvMSPlp42 and pi9 (19), purified by immunoaffinity. Complete 
5 and incomplete Freund adjuvant was used as follows: 1^' injection: 1:1 FCA/FIA; 2"^ 
injection: 1:4 FCA/FIA; 3^^ injection: FIA. These adjuvant compositions were then 
mixed 1:1 with the antigen in PBS. Five control monkeys received the glutathione-S- 
transferase (GST) antigen produced in E. coli using the same protocol. The challenge 
infection was carried out by injecting 2 x 10^ red blood cells infected with an adapted 
10 Plasmodium vivax strain (Belem) 2.5 weeks after the final injection. The protection 
was evaluated by determining parasitemia daily in all animals by examining smears 
stained with Giemsa. 

The curves in Figure 5 show the variation in the measured parasitemia as the 
number of parasited red blood cells per microlitre of blood (up the ordinate, 
15 logarithmic scale) as a fiinction of the time passed after infection (in days). Curve A 
corresponds to the average values observed in the three vaccinated monkeys; curve B 
corresponds to the average values in the five control monkeys. 

An examination of the Figure shows that the effect of the vaccination was to 
greatly reduce the parasitemia. 
20 Recombinant Plasmodium cynomolgi (p42 and pl9) MSPl vaccination test in the 

toque macaque Macaca sinica 
Fifteen captured monkeys were used as follows: (1) 3 animals injected with 
,,.l;00.>g^^^^^^^ PcMSPlp42; 3 animals injected with 35 |xg (1^^ injection) or 50 fig 

. ,( S'"'* injections) of soluble PcMSPlp42; (3) 3 animals injected with a mixture of 

. ; '25 PcMSPlp42 and pi9; (4) 3 animals injected with adjuvant plus PBS; (5) 3 animals not 
injected. Complete and incomplete Freund adjuvant was used in the protocol 
described above. Injections were intramuscular at 4 week intervals. The challenge 
infection was made by injecting 2 x 10^ red blood cells infected with Plasmodium 
cynomolgi 4 weeks after the last injection. Protection was evaluated by determining 
30 parasitemia daily in all animals by examining the parasitemia with Giemsa. 
Parasitemia were classified as negative only after counting 400 smear fields. The 
parasitemia were expressed as a percentage of parasitised red blood cells. 
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Figures 6A - 6F show the resuhs obtained. Each of them shows parasitemia 
(expressed as the percentage of parasitised red blood cells up the ordinate on a 
logarithmic scale) observed in the challenge animals as a function of the time after 
infection (in days along the abscissa). 

The results relate to: 

• in Figure 6A; non vaccinated control animals; 

• Figure 6B relates to animals which received a saline solution also containing 
Frexmd adjuvant; 

• Figure 6C is a superposition of figures 6A and 6B, with the aim of highlighting 
the relative results resulting from administration of Freund adjuvant to the animals 
(the variations are clearly not significant); 

• Figure 6D provides the results obtained at the end of vaccination with p42; 

• Figure 6E concems animals vaccinated with pi 9 alone; 

• finally, Figure 6F concems animals vaccinated with a mixture of pi 9 and p42. 

The p42 certainly induced a certain level of protection. However, as shown in 
Figures 6E and 6F, the protection conferred by the recombinant pl9 of the invention 
was considerably better. 

The hypothesis can be formulated that the improved protection results from 
secondary cleavage of p42 which is accompanied by revealing free cysteine which, as 
a resuh, forms intermolecular bridges giving rise to pi 9 multimers which are highly 
characteristic of this form in recombinant proteins of the three species tested. 
Vaccination test with a recombinant Plasmodium falciparum pl9 in the squirrel 
: monkey 

M.onkeys;vbred in captivity were injected intramuscularly with 1 ml of 
inoculuni twice at 4 week intervals as follows: (1) 4 animals injected with 50 |xg of 
soluble PfMSPlpl9 in the presence of Freund adjuvant as follows: 1^^ injection: 1:1 
FCA/FIA; 2"^* injection: 1:4 FCA/FIA; and mixed then 1:1 with the antigen in PBS; 
(2) 4 animals injected with 50 ng of soluble PfMSPpl9 in the presence of 10 mg of 
alum; (3) 4 animals injected with about 50 ^g of GPI anchored PfMSPlpl9 
reconstituted into liposomes composed of 1:1 molar cholesterol and phosphatidyl 
choline. The animals were bled 17 days after the second injection. 
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Red cells jfrom a squirrel monkey with 30% parasitemia due to P, falciparum 
(with the mature forms in the majority) were washed with PBS and the residue was 
diluted 8 times in the presence of 2% SDS and 2% dithiothreitol and heated to 95° 
before being charged onto a polyacrylamide gel of 7.5% (separation gel) and 4% 
5 (stacking gel). After transfer to nitrocellulose, immunoblot analysis was carried out 
with antisera as follows: (1) pool of antisera of 4 monkeys vaccinated with soluble 
PfMSPlpl9 in Frexmd adjuvant, twentieth dilution; (2) pool of antisera of 4 monkeys 
vaccinated with soluble PfMSPlplQ in alum adjuvant, twentieth dilution; (3) pool of 
antisera of 4 monkeys vaccinated with anchored P£MSPlpl9 in liposomes, twentieth 

10 dilution; (4) monoclonal antibody, which reacts with a linear epitope of PfMSPlpl9, 
50 mg/ml; (5) SHI90 antisera pool originating from about twenty monkeys repeatedly 
infected with P, falciparum and which had become unaffectable by any subsequent 
infection with P. falciparum, five himdredth dilution; (6) antiserum pool of unaffected 
monkeys (never exposed to P. falciparum)^ twentieth dilution. 

15 The results show that the 3 antiserum pools of monkeys vaccinated with 

PfMSPlpl9 reacted strongly and specifically with very high molecular weight 
complexes (diffuse in the stacking gel) and present in parasite extracts containing 
more mature forms. These results support the hypothesis that a specific aggregate of 
PfMSPlpl9 is present in vivo comprising epitopes which are reproduced in 

20 recombinant PfMSPlpl9 molecules synthesised in the baculo virus system, in 
particular oligomeric forms thereof. 

Figure 7 also illustrated these results. It shows immunoblots produced on gel. 
The first three gel tracks illustrate the in vivo response of monkeys to injections of 
pl9 [(1) with Freund adjuvant, (2) with aluin (3) in the form of a liposome] and in 

25 particular the existence of . high molecular weight complexes supporting the 
hypothesis of in v/vo aggregation of p 19 in the form of an oHgomer, specific to the 
maturation stage (when p42 is cut into pl9 and p33). 

This vaccination test also comprises a third injection identical to the previous 
injections. The injection with Freund adjuvant contained only FIA. 

30 There were two animal controls for each group, namely: 2 control animals 

injected with PBS and Freund adjuvant; 2 control animals injected with PBS and 
alum; 2 control animals injected with liposomes without protein; and two control 
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animals injected with PBS without adjuvant. Protection was evaluated as described 
above. 

The invention also, of course, concerns other applications, for example those 
described below with respect to certain of the examples, although these are not 
limiting in character. 

Therapy 

The recombinant molecule PfMSPlpl9 can be used to produce specific 
antibodies which can possibly be used by passive transfer for a therapy for severe 
malaria due to P. falciparum when there is a risk of death. 

Diagnostics 

The recombinant molecule PfMSPpl9, derived from baculo virus, can and 
have been used to produce specific murine monoclonal antibodies. These antibodies, 
in combination with polyclonal anti-MSPlpl9 antisera originating from another 
species such as the rabbit or goat can form the basis of a semi -quantitative diagnostic 
test for malaria which can distinguish between malaria due to P. falciparum, which 
can be fatal, and malaria due to P vivax, which is generally not fatal. The principle of 
this test is to trap and quantify any MSP-1 molecule containing the p 19 portion in the 
blood. 

In this context, the advantages of the MSPlpl9 molecule are as follows: 

(i) it is both extremely well conserved in the same species and sufficiently divergent 
between different species to enable specific species reactants to be produced. No 
cross reaction has been observed between antibodies derived fi-om PfMSPlpl9 
and PvMSPlpJ5!i 

(ii) the function of MSPlpl9, while not known with precision, seems to be 
^'s'ufficiently important that this molecule does not vary significantly or is deleted 

:y without lethal effect for the parasite; 

(iii) it is a major antigen found in all merozoites and thus it must in principle be 
detectable even at low parasitemia and proportionally to the parasitemia; 

(iv) since the recombinant MSPlpl9 molecules derived from baculo virus appear to 
reproduce more of the native structure of MSPlpl9, the antibodies produced 
against these proteins will be well adapted to diagnostic use. 
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The microorganisms identified below have been deposited under Rule 6.1 of 
the Treaty of Budapest of 1^^ February 1996 , imder the following registration 
numbers: 

Identification reference Registration numbers 

PvMSPlpl9A 1-1659 

PvMSPlpl9S 1-1660 

PfMSPlpl9A 1-1661 

PfMSPlpl9S 1-1662 

PcMSPlpl9S 1-1663 

5 The invention also concerns the use of these antibodies, preferably fixed to a 

solid support (for example for affinity chromatography) for the purification of type 
pl9 peptides initially contained in a mixture. 

Purification means bringing this mixture into contact with an antibody, 
dissociating the antigen-antibody complex and recovering the purified pi 9 type 
10 peptide. 
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CLAIMS 

A recombinant protein in which the essential constituent polypeptide sequence 
is: 

• either that of a 19 kilodalton (pi 9) C-terminar fragment of the surface 
protein 1 of the merozoite form (MSP-1 protein) of a Plasmodium type 
parasite other than Plasmodium vivax which is infectious to man, the C- 
terminal fragment remaining normally anchored to the parasite surface at 
the end of its penetration phase into human erythrocytes in the event of an 
infectious cycle; 

• or that of a portion of that fragment which is also capable of inducing an 
immune response which can inhibit in vivo parasitemia due to the 
corresponding parasite; 

• or that of a peptide which is capable of inducing a cellular and/or humoral 
immunological response equivalent to that produced by said pi 9 fragment 
or said portion of that fragment; and 

said recombinant protein possibly comprising conformational epitopes which 
are unstable in a reducing medium and which constitute the majority of the 
epitopes recognised by human antiserums formed against the corresponding 
Plasmodium. 

A recombinant protein according to claim 1, characterized in that it is 
essentially deppved of any polypeptide sequence normally upstream of the C- 
t?rmin?Ll> polypeptide sequence of the p33 (33 kDa N-terminal fragment) 
normally on the side associated with the pi 9 in the corresponding p42, before 
natural cleavage of the latter, said last C-terminal polypeptide sequesnce of the 
p33 containing less than 50 amino acid residues when it is present. 
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CLAIMS 

A recombinant protein in which the essential constituent polypeptide sequence 
is: 

• either a 19 kilodalton (pi 9) C-terminal fragment of the surface protein 1 of 
the merozoite form (MSP-1 protein) of a Plasmodium type parasite other 
than Plasmodium vivax which is infectious to man, the C-terminal 
fragment remaining normally anchored to the parasite surface at the end of 
its penetration phase into human erythrocytes in the event of an infectious 
cycle; 

• or a portion of that fragment which is also capable of inducing an immune 
response which can inhibit in vivo parasitemia due to the corresponding 
parasite; 

• or a peptide which is capable of inducing a cellular and/or humoral 
immunological response equivalent to that produced by said pi 9 fragment 
or said portion of that fragment; and 

said recombinant protein comprising conformational epitopes which are 
unstable in a reducing medium and which preferably constitute the majority of 
the epitopes ■ recognised by human antiserums formed against the 
^. correspttnding Plasmodium. 
; A recombinant protein according to claim 1, characterized in that it is 
essentially deprived of any polypeptide sequence normally upstream of the C- 
terminal polypeptide sequence of the p33 (33 kDa N-terminal fragment) 
normally on the side associated with the pi 9 in the corresponding p42, before 
natural cleavage of the latter, said last C-terminal polypeptide sequence of the 
p33 containing less than 50 amino acid residues when it is present. 

[end of amended page ] 
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A recombinant protein according to claim 1, characterized in that it is 
essentially deprived of any polypeptide sequence normally upstream of the C- 
terminal polypeptide sequence of the p33 (33 kDa N-terminal fragment) 
normally associated with the pi 9 in the corresponding p42 before natural 
cleavage of the latter, said last C-terminal polypeptide sequence of the p33 
containing less than 10 amino acid residues v^hen it is present. 
A recombinant protein according to claim 1, characterized in that it is 
essentially deprived of any polypeptide sequence normally upstream of the C- 
terminal polypeptide sequence of the p33 (33 kDa N-terminal fragment) 
normally associated with the pi 9 in the corresponding p42 before natural 
cleavage of the latter, said last C-terminal polypeptide sequence of the p33 
being limited, when it is present, to that which retains a substantial degree of 
conservation in Plasmodium which are infectious for man, such as P, 
falciparum or P. vivax. 

A recombinant protein according to any one of claims 1 to 4, characterized in 
that the portion of pi 9 fragment contains at least one of the two EGF regions 
normally contained in this pi 9. 

A recombinant protein according to any one of claims 1 to 5, characterized in 
that the molecular weight of said pi 9 fragment or of said portion of pi 9 
fragment is in the range 10 to 25 kDa, in particular in the range 10 to 15 kDa. 
A recombinant protein according to any one of claims 1 to 6, characterized in 
that it also comprises a glycosylphosphatidylinositol (GPI) group of the type 
enabling the pi 9 fragment to anchor to the host cell, in particular a eukaryote 
cell, preferably a cell of an insect infectable by a baculovirus, in which said 
recombinant protein is expressed. 

A recombinant protein according to any one of claims 1 to 6, characterized in 

that it is deprived of the extremely hydrophobic C-terminal portion which 

intervenes in induction of anchoring of said recombinant protein to the cell 

membrane of the host in which it is expressed, in particular in a eukaryote 

cell, preferably a cell of an insect infectable by a baculovirus. 

A recombinant protein according to claim 8, characterized in that it is 

hydrosoluble. 
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10. A recombinant protein according to any one of claims 1 to 9, characterized in 
that it contains the pl9 sequence of the MSP-1 protein of Plasmodium 
falciparum or said portion of the corresponding fragment. 

11. A recombinant protein according to any one of claims 1 to 10, characterized in 
5 that it contains the pl9 sequence of the MSP-1 protein of Plasmodium 

cynomolgi or said portion of the corresponding fragment. 

12. An oligomer of the recombinant protein according to any one of claims 1 to 
11. 

13. An oligomer according to claim 14, characterized in that it contains 2 to 50 
10 monomer units of said polypeptide sequence of the recombinant protein as 

defined in any one of claims 1 to 1 1 . 

14. A recombinant protein according to any one of claims 1 to 12, characterized in 
that it is conjugated to a carrier molecule for use in the production of vaccines. 

15. A vaccination composition against a Plasmodium type parasite which is 
15 infectious for man, containing as an active principle a recombinant protein 

whose essential constituent polypeptide sequence is: 
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• either that of a 19 kilodahon (pi 9) C-terminal fragment of the surface 
protein 1 of the merozoite form (MSP-1 protein) of a Plasmodium type 
parasite which is infectious for man, said C-terminal fragment remaining 
normally anchored to the parasite surface at the end of its penetration phase 
into human erythrocytes in the event of an infectious cycle; 

• or that of a portion of that fragment which is also capable of inducing an 
immune response which can inhibit in vivo parasitemia due to the 
corresponding parasite; 

• or that of a peptide which is capable of inducing a cellular and/or humoral 
immunological response equivalent to that produced by said pl9 fragment 
or said portion of that fragment; and 

said recombinant protein possibly comprising conformational epitopes which 
are unstable in a reducing medium and which constitute the majority of the 
epitopes recognised by human antiserums formed against the corresponding 
Plasmodium. 

A vaccinating composition according to claim 15, characterized in that its 
active principle consists of a recombinant protein according to any one of 
claims 2 to 1 1 or 14, or an oHgomer according to claim 12 or claim 13. 
A vaccinating composition against a Plasmodium type parasite which is 
infectious for man, containing as an active principle an oligomer of a 
recombinant protein according to claim 15 or claim 16. 

An antibody specifically recognising the pl9 of a MSP-1 protein of the 
merozoite form of a Plasmodium type parasite which is infectious for man 
other than Plasmodium vivax and which does not recognise Plasmodium 
vivax. 

An antibody according to claim 18, characterized in that it does not recognise 
Plasmodium vivax. 

[end of page before amendment] 
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An antibody according to claim 18, characterized in that it is monoclonal and 
in that it specifically recognises the pi 9 P. falciparum. 
A monoclonal antibody according to claim 18, characterized in that it 
specifically recognises the pl9 of vivax, 

A differential diagnostic process to distinguish between a parasitic infection 
due to P. vivax and a parasitic infection due to another Plasmodium, 
characterized by bringing a biological sample infected with a Plasmodium 
into contact with an antibody according to claim 21 and with an antibody 
according to claim 19 or claim 20, and detecting the production or no 
production of an immunological reaction depending on the case. 
A recombinant baculovirus type modified vector containing, under the control 
of a promoter contained in the vector and able to be recognised by cells 
transfectable by said vector, a first nucleotide sequence coding for a signal 
peptide which is compatible with expression in a baculovirus system, 
characterized by a second sequence downstream of the first, also under the 
control of said promoter and coding for the peptide sequence: 

• either that of a 19 kilodalton (pi 9) C-terminal fi-agment of the surface 
protein 1 of the merozoite form (MSP-1 protein) of a Plasmodium type 
parasite wliich is infectious for man, the C-terminal fi-agment remaining 
nprmally anchored to the parasite surface at the end of its penetration phase 

■ into human erythrocytes in the event of an infectious cycle; 

• or that of a portion of that peptide fragment provided that the expression 
product from the second sequence in a baculovirus system is also capable 
of inducing an immune response which can inhibit in vivo parasitemia due 
to the corresponding parasite; 
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• or that of a peptide which is capable of inducing a cellular and/or humoral 
immunological response equivalent to that produced by said peptide 
fragment pi 9 or said peptide fragment portion; and 

said nucleotide sequence also having a G and C content in the range 40% to 

60%, preferably at least 50%, of the totaUty of nucleotides from which it is 

constituted. 

A modified vector according to claim 25, characterized in that the said second 
polypeptide sequence is in accordance with that defined in any one of claims 2 to 
11. 

A modified vector according to claim 23, characterized in that the second 
nucleotide sequence is a synthetic sequence. 

A modified vector according to any one of claims 23 to 25, characterized in that 
the first nucleotide sequence codes for a signal peptide from Plasmodium vivax 
and normally associated with the Plasmodium MSP-1 protein. 
A modified vector according to any one of claims 23 to 26, characterized in 
that the second nucleotide sequence is deprived at its 3 ' terminal end of the 
hydrophobic C-terminal end sequence which is implicated in induction of 
anchoring said recombinant protein to the cell membrane of the host in which 
it i||.^xpressed, in particular in a cell of an insect infectable by a baculovirus. 
A modified vector according to any one of claims 23 to 27, characterized in 
that it consists of a modified baculovirus. 

An organism, in particular an Sf9 type insect cell, transfectable and 
transfected by the modified vector according to any one of claims 23 to 27. 
A synthetic DNA containing a first nucleotide sequence of which at least a 
portion codes for the peptide sequence: 
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• either of a 19 kilodalton (pi 9) C-terminal fragment of the surface protein 1 
of the merozoite form (MSP-1 protein) of Plasmodium falciparum, said C- 
terminal fragment remaining normally anchored to the parasite surface at 
the end of its penetration phase into human erythrocytes in the event of an 
infectious cycle; 

• or of a portion of that peptide fragment provided that the expression 
product of said DNA in a baculo virus system is also capable of inducing an 
immime response which can inhibit in vivo parasitemia due to the 
corresponding parasite; 

• or of a peptide capable of inducing a cellular and/or humoral type 
immunological response equivalent to that produced by said pi 9 peptide 
fragment or said portion of that fragment; and 

said nucleotide sequence also having a G and C nucleotide content in the range 
40% to 60%, preferably at least 50%, of the totality of nucleotides from which 
said synthetic DNA is constituted. 

A synthetic DNA sequence according to claim 30, characterized in that its first 

nucleotide sequence is deprived at its 3' terminal end of the sequence coding for 

the hydrophobic C-terminal end region nomially implicated in inducing 

anchoring of the pl9 protein to the cell membrane of the host in which it is 

.expressed, in particular in a cell of an insect infectable by a baculovirus. 

A synthetic DNA sequence according to claim 30 or claim 31, characterized in 

that the first nucleotide sequence is preceded by a signal nucleotide sequence 

coding for a signal peptide normally associated with a Plasmodium MSP-1 

protein, homologous or heterologous relative to the principal sequence. 

A synthetic DNA sequence according to claim 32, characterized in that the 

signal sequence originates from P, vivax, 
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A synthetic DNA according to any one of claims 30 to 33, characterized in that 
said first nucleotide sequence includes a 3 '-terminal sequence coding for a 
polypeptide cell membrane anchoring region, said anchoring region fixing the 
expressed recombinant protein to the surface of the membrane of the host cell 
transformed with a vector containing said synthetic DNA, said 3' sequence 
being homologous to that of the principal nucleotide sequence, or heterologous, 
in particular that fi-om P. vivax. 

A synthetic DNA according to claim 34, characterized in that the 3 '-terminal 
sequence originates fi-om P. vivax. 

A synthetic DNA sequence according to any one of claims 30 to 34, 
characterized in that it is deprived of said 3 '-terminal sequence. 
A baculo virus type vector according to claim 23, characterized in that it is 
selected firom: 

• the virus deposited at the CNCM [Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes; National Collection of Microorganism Cultures] with 
registration nimiber I- 1659; 

• the virus deposited at the CNCM with registration number 1-1660; 

• the virus deposited at the CNCM with registration number 1-1661; 

• the virus deposited at the CNCM with registration number 1-1662; 

• the virus deposited at the CNCM with registration number 1-1663. 

A hybridoma secreting monoclonal antibodies having the specifications of the 
antibodies of any one of claims 19 to 21. 

f A;pfoce a pi 9 peptide with a given specificity fi-om a mixture 

of peptides, characterized by bringing said peptide mixture into contact with a 
corresponding antibody, in accordance witli any one of claims 18 to 21, 
preferably already fixed on an insoluble support, by subsequently dissociating 
the antigen-antibody compoimd formed and by recovering the purified pi 9 
peptide. 
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